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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. OBJETIVOS: 

Getteral: 

Establecer un método fluorométrico de viabilidad celular para medir el efecto de la toxina A de 

Clostriditun difficik  y de mediadores de respuesta intlamatotia sobre células epiteliales 

intestinales y células cebadas. 

Patticulares: 

i) Establecer un método fluorométrico para cuantificar viabialidad de células epiteliales y células 

cebadas tratadas in vitro  con toxina A de Cloviridinnt 	 

fi) Establecer un método colorimétrico para cuantificar viabilidad de células epiteliales y células 

cebadas tratadas in vilo con toxina A de Clastridium 	 

iii) Analizar mediante un método fluorométrico la viabialidad de células epiteliales tratadas in 

vitro con mezclas de toxina A de Clostridiuni dyfici le  y mediadores de respuesta inflamatoria. 

iv) Evaluar el efecto sinergístico de la combinación de toxina A de Clastrldium difficile  con tres 

mediadores de respuesta inflamatoria: Histamina, Factor Activador de Plaquetas (PAF) y Factor 

de Necrosis Tumoral alfa (TNF-u). 



1.2. .1 

Este trabajo representa una de las partes que componen un estudio en cl cual se pretende analizar 

una enfermedad gastrointestinal llamada "colitis pseudomembranosa" que es ocasionada por la 

toxina A de ao.trrnkunr oVlici/e, la cual ha sido poco estudiada en México. 

En la actualidad sólo se cuenta con métodos cualitativos para medir el efecto de la toxina A de 

Clostridiut «ficile sobre diferentes blancos celulares. La estandarización de un método 

cuantitativo de viabilidad celular puede permitir evaluar más correctamente el efecto de dicha 

toxina y de otros factores de respuesta inflamatoria, sobre la viabilidad de células epiteliales 

intestinales. 

La utilización de métodos de evaluación de viabilidad celular en .general usando colorantes 

fluorescentes como las bisbenzamidas ha permitido en muchos otros sistemas celulares para la 

evaluación de efectos por drogas o compuestos tóxicos, nos puede permitir prescindir de la 

utilización de métodos radioactivos, alcanzando con lol primeros excelentes niveles de 

sensibilidad en la detección de células viables. 

Es por lo anterior que en esté trabajo se estandarizaron las condiciones para medir la viabilidad 

celular de células epiteliales intestinales y células cebadas utilizando los colorantes 1-133258 y 

U33342 y la sal de M'U, como una alternativa a los métodos de evaluación de viabilidad celular 

por redondeamiento celular y de incorporación de timidina pinada. 



2. ANTECEDENTES 

2.1. Generalidades. 

Desde el inicio del uso de antibióticos por via oral se estableció que estos tienen efectos colaterales, 

siendo los desórdenes gastrointestinales los más frecuentes. 

El uso de antibióticos tiene un efecto que no se limita a la eliminación de los patógenos sino que 

además se extiende a la flora normal. Se ha sugerido que el cuerpo posee inherente a su función 

cerca de 1 x 104  Mulas diferentes, de las cuales una décima parte pertenecen a la flora normal intestinal 

que vive en equilibrio con el organismo. Esta proporción de células no deja dudas de la importancia 

que tiene la microflora normal bacteriana ca los eventos de salud y enfemiedad. 

La superficie lumbral del tracto intestinal es el hábitat de la mayor parte de la flora intestinal y es 

además un ecosistema altamente susceptible al desequilibrio provocado por agentes antimicrobianos. 

Los cambios en la flora intestinal debidos a una dieta o a una enfermedad que requiera el uso de 

antibióticos puedo! en consecuencia, afectar la flora normal intestinal y favorecer la colonización de 

bacterias patógenas. Las más de las veces, estos efectos conducen a la presencia de diarrea, aunque 

en algunos casos más severos, aparecen hacia condiciones más peligrosas; un ejemplo de ello es la 

colitis intestinal, que puede terminar en un fenómeno de necrosis, el cual se conoce como síndrome de 

colitis pseudomembranosa. Esto, es una enfermedad en la cual el patrón de lesiones es tan 

característico que sirve de diagnóstico para la propia enfermedad. 



Cuando se administra oralmente un antibiótico puede inhibirse la proliferación de los microorganismos 

presentes en el tracto gastrointestinal, produciendo la pérdida de bacterias preexistentes y la virtual 

esterilización del tracto digestivo. En ausencia de la llora nomal, las condiciones microatubientales 

del sistema digestivo cambian, ocurriendo crecimiento descontrolado de microorganismos tales 

como Clarirkinun difficile,  lo cual puede provocar alteraciones en la función digestiva. En particular, 

Cdiffieile  es considerado corno un patógeno oportunista que afecta principalmente a los pacientes 

holitalizados a los cuales se les ha suministrado un esquema de antibióticos, kg como otros agentes 

responsables de infecciones nosocomiales, Crliükile  puede persistir por periodos prolongados sin 

actividad patogénica en la superficie del tejido gastrointestinal. También puede ser esparcido por el 

personal médico o por utensilios que no tienen un lavado adecuado o pobremente desinfectados (Kelly 

y cols,1994). Cuando las condiciones del microambiente presentes en el intestino grueso son 

estrictamente anaerobias, se favorece la proliferación de anaerobios obligados, los cuales son, 

principalmente bacterias gram negativas en forma de bastones largos y delgados con extremos 

aplanados y a los cuales se les denomina fitsifonnes. Por tanto, en ausencia de la llora normal, las 

condiciones del intestino cambian y se instalan este tipo de microorganismos que son resistentes a los 

antibióticos aplicados y además son capaces de provocar alteraciones perjudiciales a la función 

digestiva. Así ocurre con el daño epitelial causado por C. diaidle  en el tracto gastrointestinal, el cual es 

considerable e irreversible. Cuando  C. dilucide  es la causa de la enfermedad, nigua otra bacteria ha 

sido observada invadiendo la mucosa intestinal (Bartlett,1990), lo cual sugiere que las exotoxinas 

producidas por este microorganismo son los mediadores más probables de la enfermedad. 

Fue hasta el final de los años 70's que C.diffieile  fue reconocido como un agente etiológico en más del 

90% de los casos de colitis psetidotnembranosa (Barde«, 1990). 
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Los repones de estudios anatómicos que indican daño por C.Micite comienzan con el aporte original 

de Finney en 1893 acerca de las lesiones pseudomembrattosas en el tracto gastrointestinal Fue hasta 

1935 que se describe este microorganismo de manera formal por 11;111 y Oloole. Estos autores 

denominaron a esta bacteria "(Mea clostridium" por la dificultad en su aislamiento y por su lento 

crecimiento en medio de cultivo. 

La colitis pestidomembnutosa causada por (7,4(uicik lime una condición relativamente rara en la era 

pre-antibiótica, pero llegó a ser una complicación común con el uso acentuado de antibióticos en la 

década de los dos 50's. En el periodo de 1960 a 1970, la colitis pseudomenbranosa se ubicó como tuto 

de los mayores problemas clínicos, particularmente al ocurrir la introducción de los antibióticos de 

amplio espectro, tales como la lincomicina y la clindamicina. Tras algunos estudios, la colitis 

pseudumembranosa fue atribuida a isquemía mucosa' o a una infección viral, basta que Larson y cols. 

reportaron en 1977, que en las heces de pacientes afectados con C.dilicile  se presentaban cantidades 

de toxina elevadas, capaces de producir cambios citopáticos en células de cultivo. 

Hoy se reconoce que la infección ocasionada por edifficile  es responsable virtualmente de todos los 

casos de colitis pseudomembrnbosa y de un 20% de los casos de diarrea y colitis asociada con 

antibióticos (Borriello y cols, 1990; Bartlett, 1990 y Kelly y cols, 1994). 

En resumén, el uso indiscriminado de antibióticos puede alterar el equilibrio normal del tracto 

gastrointestinal, favoreciendo el desarrollo de bacterias patógenas u oportunistas capaces de producir 

cuadros clínicos severos tales como la colitis pseudoinembranosa, la cual presenta como 

caracteristica importante una respuesta inflamatoria severa y es producida principalmente por 

C' di 



2.2. Taxonomía de C.difficile 

El género Ciastridium consta de bacilos grato positivos a grano variables con flagelos que son 

generalmente móviles y perítricos. Los clostridios no producen catalasa y sólo producen bajos 

niveles de superóxido. Se piensa que una razón por la cual son anaerobios es que no tienen 

manera de librarse del 11202  tóxico y del CO2  producido a partir de oxígeno molecular. Los 

estudios taxonómicos moleculares del género clastridium, indican que las composiciones de bases 

de DNA presentan poca beterogenidad, registrando valores de 23 a 50% de GC, aunque la 

mayoría de las especies muestran valores entre 25 y 3090  de G•C (Brock, I 994). Este género esta 

clasificado de la siguiente manera 

FAMILIA: Bacillacca, género: Clostridium. Bacilos grato positivos, formás en uso de palillo de 

tambor o en raqueta de tenis, que forman esporas en condiciones anaerobias, localizadas 

centralmente, subten»i►ralmente o terminalmente de forma ovalada o redonda dentro de la 

bacteria. Son tennoresistentes; forman cápsula y son de movilidad variable. También tienen 

capacidad variable de reducir el nitrato (McFadin,1995). 

Los clostridios son bacterias que viven dentro de los límites de temperatura de 55 a 70°C, por lo 

tanto son organismos termófilos que crecen a temperaturas mayores de 45 a 50°C. 

2.3 .Crecimiento e identificación de C.difficile. 

El aislamiento primario de Cdiffiede a partir de muestras fecales puede lograrse por técnicas de 

selección de esporas mediante alcohol o calor. utilizando medios de cultivo selectivos. 



C.(1filgt>. e ece en agar sangre para anaerobios (CDC) y en agar de yema de huevo. También 

puede aislarse a partir de muestras fecales. cultivándolas en agar que contiene eicloserina-

cefoxitina-fructuosa, el cual es un medio selectivo para,S.r(ijjkt/g. Las cepas de CAfficrk 

también pueden crecer en caldo de infusión cerebro-corazón. Como una característica de 

Ctlijliob, las colonias no son hemolíticas cuando se incuban las muestras fecales por 48 hrs en 

agar sangre para anaerobios. Además presentan un tamaño de 2 a 4 un» de diámetro, con 

crecimiento de colonias ovaladas y planas formando bordes rizoides. Las colonias son grises, 

translúcidas y observadas al microscopio de disección exhiben un punteado interno cristalino e 

iridiscente. En agar yema de huevo son negativas para lecitinasa y blusa. Además se pueden 

inocular en dos medios selectivos: PEA (agar sangre alcohol feniletílico) y agar fructuosa yema de 

huevo cefoxitina cieloserina, a panir de materia fecal no tratada. Las colonias de r.diffi.0.4! en 

PEA son similares a las observadas en agar sangre. Luego de 48 horas de incubación en agar 

fructuosa yema de huevo con cefoxitina cicloserina, las colonias de C,00/<,..ík miden 

aproximadamente de 5 a 8 mai de diámetro y exhiben una fluorescencia verde amarillenta al usar 

luz UV de longitud de onda larga, Citando se utiliza microscopia óptica se puede observar que 

las colonias son amarillentas, circulares o irregulares, planas, con borde rizoide y aspecto de 

vidrio esmerilado. La incubación de (.74//ficite en medios enriquecidos y selectivos es de 2 a 7 

días a 35-37°C. La movilidad de eddelle se puede deMostrar mediante la preparación do un 

montaje húmedo de una colonia reciente o un cultivo en caldo (Lenette, 1994). 

El análisis bioquímico de productos metabólicos de rdialeik  exhibe tipicamente la presencia de 

los ácidos acético, propiónico, isobutírico, butírico, isovalérieo,valérico e isocaproico. El sistema 

de la placa presuniptiva permite la rápida diferenciación de los clostridios en general y es una 
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Ihrma práctica para separar Cdiffiole de otros clostridios. En este sistema, C.riiificik hidroliza 

escofina y gelatina,siendo su actividad negativa para indol y nitrato. (.7f/ilikfile es sacarolítico y es 

una de las pocas bacterias que fermentan manital. Recientemente se ha utilizado una prueba de 

cromatogratia líquido-gas, para identificar a Clidticlie. a Partir de un cultivo en caldo tirosina• 

notleuein a (1,enette, 199,1). 

Así también se han desarrollado algunos ensayos ininuttoenzimaticos para detectar (1.diffit.* en 

muestras fecales, o a las toxinas A y 13 que produce (Wifiktie,  Este método tiene una sensibilidad 

del 69 al 87% y una especificidad del 99 a 100% a3artlett,1990 y Kelly y cols,19933 La técnica 

de PER también ha sido utilizada para este propósito (Gumerlack y cols, 1993). 

En general la presencia de la enterotoxina (toxina A), en un extracto libre de células se 

correlaciona con la enfermedad intestinal mediada por Cdifficik. 

La prueba de neutralización de las toxinas A y 13 y el aislamiento e identificación del 

microorganismo, no prueban contundentemente que un paciente tenga enfermedad gastrointestinal 

por (74(fileik, debido a que el microorganismo así como las toxinas producidas por éste pueden 

aislarse de las heces de individuos sanos, particularmente de niños o lactantes menores de un año 

o de pacientes internados sin evidencia clínica de esta afección, y que han sido colonizados 

asintontaticamente por el microorganismo. Por lo cual se requiere de conjuntar varios parámetros 

clinicos (como es analizar la presencia de toxina 13 en muestras fecales la capacidad de adhesión 

de la bacteria a la célula huésped, la producción de enzimas hidroliticas, etc.) para garantizar la 

exactitud en el diagnóstico. 
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2.4. Sintomatología provocada por edifficile 

La sintomatologja de la infección causada por elligkile incluye en orden de severidad: colitis asociada 

a antibióticos sin formación de pseudotnembrana y colitis fulminante. Afortunadamente la más severa 

de las formas es la menos común. 

La infección por C. ddfleile presenta comúnmente diarrea que va de ligera a la moderada y es algunas 

veces acompañada con calambres abdominales. La colitis severa sin formación de pseudontembrana 

puede presentarse acompañada con diarrea profusa, dolor abdominal, distensión e hiperpirexia con 

temperaturas de hasta 41°C . También suele presattarse leucocitosis polimorfonuclear periférica por 

araba de los 50,000/inin3  y con el incremento común de leucocitos en las heces. Así también el cuadro 

puede mostrar sangre oculta en el colon pero la hanatocesia franca es rara (Bartlett,1990). 

Algunas complicaciones de la enfermedad crónica incluyen toxicidad at tnagacolon, desequilibrio 

electrolítico severo, perforación colónica o hipoalbumittania con edema de la submucosa. Los 

pacientes con colitis ocasionada por C.,difficile presentan ocasionalmente un abdomen agudo y 

fulminante, con peligro de muerte. Los pacientes presentan letargia, fiebre, taquicardia y dolor 

abdominal. El tono muscular colónico puede war perdido como resultado de una dilatación toxica o 

megacolónica, condiciones que son también observadas en pacientes con colitis ulcerativa 

(Banlett,1990). 

La colitis pseudomembranosa es la más dramática de las manifestaciones que provoca edifficile.  Esta 

tiene un cuadro similar a la colitis sin formación de pseudomembrana, pero sin presencia de diarrea, 

con dolores abdominales ligeros, exhibiendo síntomas sistémicos más marcados cuando lo 

pseudomembrana está presente. La sigmoidoscopía o la colonoscopía revelan placas amarillas 
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adherentes earacteristicas, que varían en diameno desde 2 a 10 mur 1 a mucosa aparece normal, o en 

algunos casos se presenta Únicamente una eriunnatosis blanda. El recto y el colon sigmoide están 

tipicamente involucrados, aunque al parecer la colitis está confinada al colon proximal. 

2..1.1. A lecantswar panyistolilicar 

La enfermedad emética inducida por CaiWielle presenta 4 componentes que son : a) Alteración en el 

mecanismo controlador de la población bacteriana normal en el lumen colónico. h) Presencia de una 

fuente de Cdifficile, ya sea proveniente de la flora endógena o fuente exógena. e) Capacidad del 

microorganismo para la producción de toxinas, principalmente de la toxina A. d) Susceptibilidad del 

individuo para contraer la infección por C.difficite 

Las esporas de (7.delede son resistentes al calor y persisten en el medid ambiente por meses y hasta 

por años. Asi la infección resulta de la ingestión oral de estas esporas, las cuales sobreviven al ambiente 

ácido del estómago y se convierten finalmente a las fonnás vegetativas en el colon. Durante un 

esquema severo de tratamiento con antibióticos y una vez que el intestino se ha hecho susceptible a la 

infección por Crifficik,  la colonización por esta bacteria ocurre por la vía oral-fecal. Los antibióticos 

que dañan la mierollora entérica implicados en la infección causada por Crtgici/e son los que han 

tenido mayor impacto en la flora colónica, como la clindamicina, la ampicilina y las cefalosporinas. 

Cuando los niveles de antibióticos son bajos en el lumen colónico, Wiple sobrevive por 

espondación con regeneración de las formas vegetativas (Dartlett,1990). 

La susceptibilidad del intestino humano al efecto de la toxina A no se ha estudiado extensivamente, 

pero algunos estudios preeliminares indican que el colon podría ser la zona más vulnerable a la toxina, 

12 



Dentro de los eventos que siguen a la colitis causada por (....410/e se tienen: Distorsión de la flora 

nonnal bacteriana del colon: colonización con CdOede y liberación <le toxinas que causan daño a la 

mucosa e inflamación. 

Las características histológicas de la colitis pseudomembomosa inducida por la toxina A de ediflide 

están divididas en tres tipos (Price y Davies, 1977): 

-Tipo 1.- Lesión muy temprana, la cual se caracteriza por una necrosis de las placas epiteliales 

acompañada por wi exudado de fibrina y de neutrófilos dentro del lumen colónico. 

-Tipo II,- Lesión con exudado más prominente que las erupciones provenientes de una úlcera epitelial 

con el área circwirestánte de la mucosa intacta. 

-Tipo III.- Lesión caracterizada por una necrosis epitelial difitsa y una ulceración reabierta por una 

psudomembrana que contiene muebla, fibrinaJeticocitos y detritus celulares. 

En remen, dentro de las alteraciones observables provocadas por esta infección vistos a traves de 

una endoscopia, se encuentran la formación de placas hiperémicas edewmatosas en la mucosa 

colónica. A medida que estas placas crecen, se condensan y forman placas pseudomembranosas 

adherentes que son núcleos inflamatorios de células epiteliales necrosadas, fibrina y moco. La 

lámina propia también está necrosada y posee un infiltrado de células polimorfonucleares. Muy 

frecuentemente, las criptas manifiestli morfología normal, aunque en casos severos también están 

necrosadas. Si la enfermedad no es atendida, esta puede ser fatal (Kelly,1994). 
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2.5. Factores de virulencia de Cdifficile.  

Clostridium difficili produce dos toxinas principales denominadas A y 13, que representan los 

principales factores de virulencia. Además es capaz de producir fimbrias, que le permiten 

asociarse a la mucosa del intestino. Puede también producir una cápsula y secretar mimas 

hidrolíticas y otras toxinas tales como una actina-específica ADP-ribosil transferasa 

(Ilafiz,1974;13orriello y cok, 988;Poppo f y cols.1988 y lla►tlett,1990). 

El principal factor de virulencia es la toxina A, la cual genera la gran gama de efectos descritos 

anteriormente (Fiorentini y Thelestam,1991); 

El gen de la toxina A codifica para una proteína de 2,710 a.a. lo cual corresponde a una. mása 

molecular de 308 kDa (Dove y cols,1990). 

La toxina A de C.41cile en su forma nativa tiene un peso molecular de 520-540 kDa (Kamiya y 

cols,1989). Esta molécula tiene cinco actividades biológicas importantes: es letal, enterotóxica, 

citotóxica y citotónica, e induce hemagh►tinación en eritrocitos de conejo. 

La posibilidad de que estas actividades se encuentran en componentes separados ba sido 

descrita. En este sentido una subtmidad de 230.310 kDa ha sido donada y secuenciada, 

mostrando un patrón complicado de secuencias repetidas en el tercer C-terminal de la molécula 

(Eiorentitti y Thelestam,199 ). 

La estabilidad de la toxina A es rápidamente alterada por congelamiento y descongelamiento. 

Por otro lado, se ha descrito que la toxina A es sensible a la digestión con quitniotripsina, así 

como a la proteasa V-8 de gnertw, a la papaína y a la proteinasa K (Lyerly y eols,I986a). 
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2.5.1. Efecto citotávico de 1, toxina 

1.8 mayoría de las células de mamíferos son sensibles a la toxina A. Esta toxina provoca 

detenimiento irreversible de la división celular. 	El primer signo visible de la citotoxicidad 

consiste en la retracción y redondeamiento de las células intoxicadas, referido como el efecto 

citopatogénico (ECP), lo cual ha sido usado como paramétro para el daño provocado por la 

toxina A. También el núcleo es afectado, llegando a polarizarse en la célula. Estos cambios 

morfológicos parecen ser consecuencia de un reane8lo del citoesqueleto, involucrando 

principalmente algunos componentes del sistema de microfilamentos. No obstante, estos cambios 

no han sido asociados directamente con un alto grado de letalidad celular. Otro (le los efectos que 

provoca la toxina A es la inhibición de la síntesis macromolecular. También tiene un efecto en la 

penneabilización de la membrana plasnática, lo cual ocurre posteriormente a los cambios 

citoesqueléticos que finalmente conducen a la muerte celular (Fiorentini y Thelestam,1991). En 

una tentativa para identificar las vías metabólicas en este proceso de citotoxicidad, se han 

analizado los cambios en los niveles citosólicos de calcio. Sin embargo no, se ha encontrado 

ninguna relación de cambios en los niveles de calcio con el efecto de la toxina A de C.difficile  en 

las células intoxicadas (Fiorentini y Thelestam,1991). 

Debido a que algunas líneas celulares de mamífero responden a la toxina A con diferentes 

sensibilidades, es dificil la medición del efecto citotóxico de la toxina A de manera cuantitativa. 

Aunado a esto, no se han desarrollado métodos cuantitativos que permitan evaluar con exactidud 

el número de células viables después del tratatamiento con toxina A de CAffictle a diferentes 

tiempos. 
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En otras lineas celulares el redondeamiento es acompañado por una marginalización de los 

núcleos, los cuales parecen ser empujados hacia uno de los polos de la célula. Estos cambios 

morfológicos son generalmente irreversibles y seguidos por una inhibición de la división celular 

(Shahrabadi y cols,1984fflorentini y cols, I989a y Fiorentini y Thelestam, 1991). Así, la toxina A 

se parece a la 13, en que ambas ejercen una actividad antiproliferativa. Por otro lado, los linfocitos 

en suspensión tratados con toxina A no son afectados morfológicamente por el tratamiento con 

esta toxina. Sin embargo, la toxina A puede interactuar con diferentes células del sistema inmune 

y cansar inhibición o estimulación de sus funciones (Potboulakis y cols,I988;Gilbert y 

cols,1989;Daubenter y cols,1988 y Miller y cols, 1990). 

La toxina A produce efecto citotóxico (redondeamiento) y efecto citotónico (elongación) en las 

células de ovario de hamster chino (CHO), cuando estas células son tratadas con concentraciónes 

de 0,9-3,61g/tul (Katolt y cols,1986 y Torres y Lihinroth,1988). 

El tratamiento de células epiteliales con la toxina A por 24 horas produce anormalidades y 

trastornos en la permeabilidad de estas células, llegando a provocar la perdida de algunas áreas 

celulares esparcidas. Estas áreas celulares son perdidas por desprendimiento de la nionocapa 

antes de la muerte celular. De hecho, después de 8 horas de tratamiento, las células intoxicadas 

aparecen escasamente más alargadas que las células control, pero sin evidencia de separación de 

célula a célula, ni de una clara muerte celular. Las uniones estrechas en las mónocapas tratadas 

con la toxina A no son trastornadas, como se observa por microscopia electrónica. Aunque la 

integridad de la células se mantiene, la organización de la :tetina es marcadamente alterada (Dedil 

y cols,1988). Por microscopia de transmisión se ha observado que la toxina A parece no causar 

una alteración grave en los organelos celulares (Fiorentini y Thelestam,1991). 
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Por otro lado, las características peculiares de las células intoxicadas son la modificación de la 

posición y forma del núcleo y un desarrollo extensivo del aparato de (iolgi (Fiorentini y 

Thelesuru,1991). 

La toxina A causa infiltración de los iones K' en las células hela incubadas con Ing/nd de la 

toxina. Sobre estas bases, el primer evento causado por la toxina podría ser un cambio en la 

permeabilidad (Rothman y cols, 1984). Sin embargo a bajas concentraciones de toxina (10 a 100 

veces menos), el ECP fine visto hasta después de 120 minutos, cuando todavía no son evidentes lo 

cambios en los niveles de potasio, indicando que el ECP antecede a la pérdida de los iones K. 

Fiorentini y Thelestam (1990), han medido la liberación de nucleótidos marcados con 3H-uridina a 

partir de células Y1 y de células IEC-6 tratadas con toxina A, encontrando que el ECP en ambas 

líneas celulares se desarrollo antes que la liberación significativa de marca radiactiva. Las células 

IEC-6, las cuales son más sensibles que las YI, liberan cerca del 64% de la marca radiactiva 

cuando se incuban por 7 horas con 1On/U de toxina, presentándose la liberación completa del 

contenido celular radioactivo a las 24 horas. 

Así, aunque el efecto de la toxina A sobre las membranas plasmáticas es todavía controversia] y 

aparentemente la membrana celular no parece ser el blanco primario de la toxina, se mantiene la 

idea de que la toxina A de C.difficile  debe ser internafizada para ejercer la acción citopatogénica 

(lloriqueo y cols,1987). 

Los experimentos relacionados con el proceso de intemalización sugieren que las toxinas A y 11 

tienen generalmente como blanco los elementos del citosol. Estas toxinas entran directamente al 

citosol a través de la superficie externa de la célula, sin la formación aparente de vesículas 

intracelulares. De este modo, la introducción de la toxina A aparentemente ocurre por 
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endocitosis mediada por un receptor (Ilenriques y cols,1987). Estos autores (1987), han utilizado 

un método bioquímico indirecto para analizar el fenómeno de intemaliz.ación de la toxina A en 

fibroblastos de pulmón humano (MRC-5). Al probar el efecto citotóxico de la toxina en resencia 

de antitoxina y tripsina, así como monesina, minas lisomotrópicas e inhibidores de la energía 

del metabolismo, se observó que estos compuestos inhiben la acción de la toxina, lo cual sugiere 

que el principal blanco para la acción citopatogénica de la toxina A está localizado 

intracelularmente. La evaluación cuantitativa de este fenómeno no ha sido realizada. 

Se sabe que algunas toxinas bacterianas afectan el citoesqueleto; por ejemplo, la tubulina sirve 

como susbtrato para las toxinas del coleta y la producida por Pordemkpertusis (Kaslow y 

cols,1981 y Lin y cols,1985), mientras que la toxina dillérica y la enterotoxina de Pseudomonos 

(laminan  distorsionan la organización de la vimentina del filamento intermedio (Sharpe y 

cols,1980). Así también, un Actor citotóxico de Ecali, incrementa la polarización y organización 

de la actina (Fiorentini y cols,1989). La toxina A de C.difficile  no parece poseer una actividad 

ADP-ribosilante, aunque se ha mostrado que perturba el citoesqueleto compuesto por actina en 

monocapas de células intestinales (Ilecht y cols,1988). 

Es precisamente la redistribución de la F-actina lo que ocasiona una alteración paralela en las 

uniones estrechas que afectan la permeabilidad. Se conoce que el citoesqueleto de las células. 

epiteliales es capaz de regular la permeabilidad de las uniones estrechas, aunque algunos autores 

sugieren que este efecto es secundario a los efectos citocsqueléticos producidos por la toxina A 

(Fiorentini y Thelestam,1991). Así, los cambios estructurales de la actina, parecen estar 

involucrados en las etapas tempranas del proceso de intoxicación. También se ha reportado que 
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el aparato microtubular no parece estar involucrado en la respuesta temprana al tratamiento con 

toxina A (Fiotentini y eols,1989). 

Los agentes despolimerizantes de los microtúbulos como lo son la colehicina y el dimecolcin 

(Wilson, 1975). no son capaces de proteger a las células contra el redondeamiento celular causado 

por la toxina A (Fiorentini y cols,1990 y Lima y cols,1988). Sin embargo, la migración del núcleo 

hacia un polo de la células es completamente inhibida por estas drogas sugiriendo que la 

integridad del aparato microtubular es requerido para la polarización nuclear inducida por la 

toxina A (piorentini y eols,1990). 

En resumen, el blanco intracelular primario de la toxina A todavía es desconocido, pero el 

citoesqueleto está claramente involucrado en la respuesta de la toxina. Por lo tanto el mecanismo 

podría ser atribuido a un debilitamiento de algunos elementos citoesqueleticos asociados con el 

sistema microfilamentario o microtubular. 

La observación de la inhibición de la síntesis del DNA inducida por la toxina A en las células 

lEC-6, junto con el daño de la membrana, puede ser indicativo del mecanismo que causa muerte 

celular después de los cambios citoesqueléticos, que conducen finalmente al daño ECP (Fiorentiui 

y lhelestam,1991). 

Sin embargo, los paramétros que permiten evaluar la viabilidad de células tratadas no han sido del 

todo estandarizados. Desde este punto de vista, la utilización de colorantes específicos para el 

DNA, pueden ser adecuados para establecer un método de cuantificación confiable para evaluar el 

daño celular en células tratadas con toxina A. 
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2.12. 'Taso de la toxina A de Cdiükfle  a nivel ilaestinal 

Se ha sugerido que el principal efecto de la toxina A en el intestino es estimular la liberación dc 

mediadores inflamatorios provenientes de algunas células blanco (Pothoulakis y cok. 1993) 

La liberación de prostanglandinas así como de leucotrienos, es una respuesta ipylvó a la 1 «la A. 

Sin embargo as vitro, el ECP observado en células en cultivo ocurre únicamente después de un 

período de latencia y parece no ser dependiente de la vía de síntesis de las prostanglandinas, los 

leucotrienos y el ácido araquidónico (Pothoulakis y cols,I993). 

A nivel del sistema inmune se sabe que la infección causada por CAllicik en las células 

epiteliales de la mucosa intestinal provoca una colitis. Está colitis se caracteriza por una 

infiltración de leucocitos polimorfonucleares (PMNs),provenientes de las capas mucosas del 

intestino (Pothoulakis y cols,1993). 

Pothoulakis y cols (1988), han mostrado que la toxina A de edifficile  es capaz de activar 

directamente a los granulocitos humanos in vitro causando una elevación en los niveles de calcio 

intracelular y estimulando la quimiotaxis y la quimiocinesis. 

Miller y cols (1990), han demostrado que a muy bajas dosis de toxina A purificada, se produce la 

liberación de interleucina 1 (I1,1) a partir de macrófagos activados en el intestino. 

De acuerdo a los resultados de Triadafllopoulos y cols (1987) y de Pothoulakis y cols (1988), se 

ha sugerido que la toxina A provoca una infiltración de los granulocitos en la lámina propia 

intestinal, donde son activados provocando la liberación de mediadores inflamatorios. Estos 

mediadores en turno podrían contribuir al daño epitelial, a la secreción de fluidos, a la liberación 
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de moco \ por tanto a un incremento en la permeabilidad de la membrana del epitelio en el 

intestino. 

Otros estudios con exotoxinas bacterianas como la toxina por Rporty.o.y. (Vistica y cols.1936) y 

la toxina que produce el síndrome del choque tóxico (Ikejima y cols, 198,1), han demostrado que 

estás tienen un efecto estimulatorio en los macrófagos y monocitos, causando liberación de IL-1 a 

partir de su activación. 

La toxina A de CdWiciir podría ejercer un efecto inductor de secreción ip v4:9 a bajas dosis en 

granulocitos y macrófilgos, causando la liberación de mediadores inflamatorios. Sin embargo, el 

mecanismo molecular mediante el cual la toxina A provoca la liberación de mediadores a partir de 

células activadas del sistema inmune es desconocido (Fiorentini y Thelestam,1991). 

Por otro lado, en los sueros de pacientes con colitis inducida por edillicik,  se ha observado un 

incremento significativo en los anticuerpos de clase IgG (innuntoglobulina O) e 101 

(hununoglobulina M) contra las toxinas A y Il en fase convalesciente; dicha respuesta se ha 

correlacionado con la disminución en la severidad de la enfermedad y posibles recaídas (Torres y 

cols,1995). Sin embargo algunos autores han reportado que se carece de una correlación entre 

inmunidad y respuesta clínica (Leung y cols,I991). Por otra parte, se ha encontrado IgA 

secretora (huntroglobulina A) en aspirados cólonicos de un 50% de población adulta, este tipo de 

anticuerpos bloquea la unión de la toxina A a las membranas del Urde de cepillo en ileon de 

conejo (Kelly y cols,1992). 
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2.6. Biología de las células cebadas 

Debido a que la respuega inflamatoria a nivel intestinal es una de las principales características de la 

colitis pseudomembranosa causada por eddfici/e, el análisis de la participación de mediadores de 

respuesta inflamatoria liberados por células del sistema inmune afectados por la toxina A de edifficile, 

es un aspecto relevante en el estudio del proceso fisiopatológico causado por esta bacteria. 

Así, algunas células del sistema inmune con un alto contenido de mediadores pueden ser afectados por 

la toxina A de Ccicile . Dada su amplia disuibución en todo el organismo y su alto contenido de 

mediadores de la inflamación, las células cebadas son blanco de acción importante de la toxina A 

producida por COfficile. Es por ello, que en esta sección se describen algunas de las caracteríticas más 

importantes de las células cebadas. 

Las células cebadas se derivan de precursores hematopoyéticos plwipoteuciales presentes en la médula 

ósea y que en los humanos expresan el antígeno CD34 (Kirshenbaum y cols,1991). 

Durante el desarrollo y bajo la influencia de la IL.3, FECC (factor estimulador precursor de 

diferenciación y crecimiento de células cebadas) y de la IgE (inmunoglobulina E), los precursores de las 

células cebadas llegan a comprometerse para formar el linaje de las células cebadas (Ashman y 

cols,1991). 

Normalmente las células cebadas no se encuentran en la chulación. Los progenitores de las células 

cebadas migran a los vasos periféricos como células inmaduras y luego experimentan diferenciación ür 

sito a través de la acción de sustancias presentes en el microambiente local (Abbas,I993). 
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En sitios 1:des como la cavidad peritoneal y el intestino, los niveles de células cebadas que existen 

en adultos se alcanzan hasta después de los 2-3 meses de edad (Watkins y cols,1976,Woodbuly y 

cols,(978). 

Las células cebadas maduras se encuentran por todo el cuerpo, principalmente localizadas cerca de 

los vasos sanguíneos, de los nervios o por debajo del epitelio, en las superficies de la piel, en el 

sistema respiratorio, en el tracto gastrointestinal y genitourinario, adyacentes a los vasos sanguíneos 

o linfiíticos. Dado que estas células se encuentran en sitios como la piel o las superficies mocosas, es 

amplia la oportunidad de tener contacto con parásitos , bacterias u otros patógenos o con antígenos 

ambientales, siendo así como los componentes de todos éstos pueden en un momento dado 

activarlas (Bissonnette y culs,1990; Bissonnette y Befos, I 993;Galli,(993; Befits,1994), Se han descrito 

dos subpoblaciones de células cebadas en el humano: aquellos que se encuentran en la cosa del 

racto gastrointestinal (células cebadas de mucosa CCM), las cuales contienen sultitto de condroitina 

como el principal componente de los proteoglicanos, pero con poca cantidad de histamina. 1. gas otra 

subpoblación se encuentra asociada al tejido conectivo (pulmón y en las cavidades serosas del ettemo) 

y se ha denominado células cebadas de tejido conectivo (CCTC). Estas Cdtimás contienen gran cantidad 

le heparina como su principal proteoglícano y 15 a 20 veces más cantidad de histamina que las 

CCM. En los humanos los factores que regulan el crecimiento y desarrollo de las células 

cebadas están poco definidos. Al parecer, los factores involucrados para el desarrollo de CCM son 

producidos por células T, mientras que el desarrollo de las células cebadas de tejido conectivo es 

independiente de factores producidos por estos linfocitos y cs más dependiente de factores producidos 

por fibroblastos (Abbas y cols,1993), 
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2.a I. A lodulacain de la fiawain de las Célukis (andas en el Tracio Gdwroiniesiamt 

Las respuestas inmunológicas e inflamatorias en 1:1 tracto gastrointestinal involucran una compleja 

red entre células nerviosas, células ilumines y mediadores inflamatorios. 

Varios tipos de células inmunes, tales como los linfticitos, nennolilos, cosinofilos, inaerófagos y 

células cebadas, están presentes en el tracto gastrointestinal y pueden liberar una gran cantidad de 

mediadores, los cuales pueden participar en la protección inmune o bajo condiciones de desregulación, 

provocar efectos lisiopatológicos (Bissonoeue y Ilefus,1993). Dentro de los procesos fisiológicos y 

patológicos en los cuales las células cebadas activadas están implicadas tenemos a la inflamación, la 

fibrosis, las enfermedades infecciosas y las neoplasias ( Lett-Brown y cols, 1988; Galli y eols, 1989 y 

I (olgine y cols,1988). 

A nivel gastrointestinal, la egimulación de las células cebadas puede conducir a la liberación de 

varias citocinas tales como las interleueinas ( 	IL-3, JL-5 y 11,-6), el interferon gamma (1FN-y), el 

factor de necrosis minora! (TNF-u) y el factor estimulador de colonias de macrófagos-granulocitos 

(GM-CSF) (Burd y cols,1989), las cuales son moléculas que están implicadas en los procesos 

inflamatorios. Las células cebadas también son fuente de los inetabolkos del ácido araquidónico 

(Belbs,1989), los cuales son importantes mediadores inflamatorios en la úlcera gástrica 

(Wallace,1990), y el síndrome de inflamación intestinal (Si). Muchos estudios han demostrado la 

presencia de respuestas inmunológicas e inflamatorias en la Sil, estándo la hiperplasia de la 

células cebadas presente como una característica prominente en el tejido intestinal inflamado 

(Lauritsen y cols,1989). 
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La capacidad de estas células para liberar una variedad de potentes mediadores de la intlamaci(M, 

las hace participe de muchos estímulos en procesos patológicos. 

la enfermedad de ceben, la colitis ulcerado y la enfermedad de Colo están asociadas con la 

hiperplasia de las células cebadas y con su activación (halais y cols,1989; Dvorak y cols,1980 y 

Strobel y cols.,1983). la hiperplasia observada podría ser causada por una proliferación local y/o 

diferenciación,o por quimiotaxis de los progenitores de las células cebadas, a los sitios de 

inflamación. Un estudio a finales de los ochentas ha mostrado que las células cebadas exhiben 

uhniotaxis hacia la lámina propia inflamada. Esta quimíotaxis puede incrementar-se cuando las células 

cebadas son estimuladas con moléculas antigénicas (Fox y cols,I987). 

Interesantemente, los antígenos del epitelio intestinal pueden estimular la secreción de mediadores 

a partir de las células cebadas de pacientes con Sil (llissonnette y cols,I 990). Muchas células que 

partipan en los procesos inflamatorios y algunas caminas están implicadas en el desarrollo de la 

SIL Por tanto, la interacción entre células epiteliales y células cebadas puede conducir a una 

activación regulada de estas últimas. Algunos factores adicionales que activan a las células cebadas 

han sido identificados en macrófagos, neutrófilos, linfocitos T y eosinófilos. Sin embargo, solo la 

y el factor estimulador de colonias de macrófagos-granulocitos (GM-CSF) estimulan la 

liberación de histamina (Hissonnette y cols,I990 y Bissonnette y Befus,1993). 

Castro A. G. (1993) proporcionó datos en 1993 que indican que tos mediadores solubles liberados 

por células cebadas activadas estimuladas pueden afectar a la secreción del fluido intestinal 

aumentando los efectos neuroendócrinos sobre la fimción celular epitelial 
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Inipheaciones de las células echadas en la diarrea niflainatoria 

Se ha demostrado que los mediadores liberados por las células cebadas pueden tan ibién estimular la 

secreción epitelial ya que pueden ser importantes moduladores en el fluido intestinal y en la 

homeostasis electrolítica. 

Las células cebadas contribuyen a la patogénesis de la diarrea inflamatoria, por su amplio potencial 

para interaccionar a niveles moleculares y celulares. Por ejemplo, los efectos provocados por la 

activación de las células cebadas pueden ser amplificados por interacciones sinergísticas de sus 

mediadores liberados con células epiteliales. La comunicación establecida entre células cebadas, 

células nerviosas y elementos mesenquimales influyen en el transporte de iones y en el paso de 

antígenos dentro de la lámina propia. El resultado final de la activación de las células cebadas 

puede ser en teoría también modificado por efecto de los mediadores a nivel de órganos, teniendo 

acciones sobre la movilidad intestinal y el flujo sanguíneo (13arret,1993). 

La identificación de los mediadores específicos involucrados en las respuestasviyo, podría servir de 

base para producir antagonistas capaces de unirse a su receptor, inhibiendo así la liberación de 

mediadores de respuesta inflamatoria que repercuten en aspectos fisiopatológicos, como puede 

observarse en el siguiente esquema (llarret,1993). 
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Figura 1. Aspectos fisiopatológicos de la liberación de mediadores de respuesta inflamatoria °partir de 

células cebadas. (Tomado del libro Immunophysiology of the (hit", capítulo: Control of colonic 

Clioride secretion. Academie Press, Inc.:81,1993). 

2.6.2. Mediadores liberados por las células cebadas 

Los mediadores de las células cebadas pueden dividirse en dos categorías : los que están 

almacenados y los que se sintetizan de novo, posteriomente a la activación. Los mediadores que 

están almacenados se dividen a su vez en solubles, que son aquellos que se encuentran en la 

circulación después de su liberación y los que son insolubles (Abbas y cols,1993). 

La histamina, la serotonina, la protcasa 11 de las células cebadas de rata, triptasa (de 

humano), exoglícosidasas 	y factores quimiotácticos para los neutrófilos y eosinófilos son 
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factores altamente solubles. La heparina, el sulfato de condroitina, la proteasa 1 (de rata), la 

carboxipeptidasa, la peroxidasa y la superóxido disnnttasa se encuentran en forma insoluble. 

Los mediadores sintetizados de novo después de la activación incluyen: al factor activador de 

plaquetas (PAF), a los metabolítos del ácido araquidónico y al óxido nitrico (NO3 ) (Bissonuette 

y 13efits,1993). 

Las células de roedores y de humanos son una fuente prominente de TNF-u (Bissonnette y 

Befus,1990;Gordon y Galli, 1991). Esta molécula se encuentra preformada en grandes 

cantidades y tiene efectos importantes en inflamación. 

El número de las citocinas producidas por células cebadas es amplio y sus acciones y bidones 

son complejas. Se cree que alguna de ellas juegan tul papel muy importante en la patogénesis de 

la síndrome inflamatorio inteninal (Bissonnette y Befits,1993). 

Las células cebadas de los humanos liberan mediadores que participan en las respuestas 

inflamatorias. 

Junto con otros mediadores, las chatas producidas por células cebadas pueden causar 

vasodilatación (como la histamina y el óxido uitrico); incrementar la permeabilidad vascular, 

provocar la activación sensorial de células nerviosas (histamina); incrementar la secreción de 

Buido y moco y causar la contracción del músculo liso (histamina , prostanglanditut D2 

(PGD2), péptido sulfito, leucotirenos, triptasa y quimása). Algunas moléculas como TN17-a, 

PAF y leueotrieno C4 (LTC4) pueden también causar vasoconstricción; otras como leucotrieno 

134 (LTB4), PAF y algunos factores quimiotácticos pueden reclutar y activar neutrófilos 

y eosinófilos o junto con histamina inhibir la síntesis de INF-a a partir de los 

macrófagos (Vannier y cols,199 I). 
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Los blancos de los mediadores secretados por las células cebadas pueden incluir a casi 

cualquier tipo celular incluyendo células del tejido conectivo, 	endotelio, epitelio,células 

del sistema inmune y células del sistema nervioso así como del inusculo liso. 

Los mediadores de las células cebadas liberados en tm proceso crónico durante la inflamación, 

pueden contribuir a sintomás diarreicos asociados con otros procesos regulatorios (Hissonnette y 

cols, I990). 

La serotonina ( 5-117 ), la histamina y las prostanglandinas pueden actuar sobre las células 

epiteliales. Alternativamente tanto la serotonina como la histamina pueden estimular vía 

nervios entéricos a las células epiteliales como se puede apreciar en el siguiente esquema 

(Castro, 1993). 

2) 



(prostaglandinaj------  

Na' 

furosemida 

e histamina  

--> 

cluJa 
epitenal 

xlitígeno 

Cl- 	 OPC 

ikoh, •••• 
CI 	Na#mensajero 

célula 
cebada 

indometacina 

cinanserina 
difenhidramina atropina 

TTX 

Figura 2, Participación de mediadores de respueiaa inflamatoria a nivel intestinal. (Tomado del 

libro immunophysiology of the Gut", capítulo: Immunological Regulation of Epithelial Eunction. 

Acadcm Press, Inc.: 7,1993) 

Lo anterior sugiere que el daño de células cebadas por efecto de La toxina A de (7,4ifilpile puede 

provocar una liberación acentuada de mediadores inflamatorios, los que pudieran contribuir al 

desarrollo de colitis pseudomembranosa, por lo que en este estudio se planteó el análisis de 

viabilidad celular en células cebadas tratadas con la toxina A de edifficik . 

A la fecha se desconoce el efecto de la toxina A sobre la activación de las células cebadas, aunque 

l'othoulakis y cols. (1993), han sugerido que las células cebadas pueden activarse directamente 

por la toxina A de edillipile  y liberar así mediadores de respuesta inflamatoria (Castagliulo y 

cols,1993). 
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2.7. 1111étodos usados para evaluar viabilidad celular. 

Los ensayos de viabilidad celular utilizando conipuestos fluorescentes pueden por su sensibilidad 

reemplazar a las pruebas citotoxicas en animales. listos métodos además son más sensibles que los 

métodos colorimétricos usuales, tales como el método de exclusión por azul de Mirarlo° y son menos 

peligrosos que los ensayos radioactivos tal como el ensayo de liberación de ''Cr (llaugland,199,1). 

Generalmente, los ensayos de exclusión de colorantes vitales dependen del procesamiento de un 

metabolito (midiendo así la actividad enzimatica o potencial de la membrana celular), para identificar a 

una célula viable, empleando un tinte impermeable a la membrana nuclear para identificar células 

muertas o en proceso de destrucción. La mayoría de las pruebas fluorescentes o fluorogénicas usadas 

para evaluar viabilidad celular, utilizan sustratos que son modificados por enzimás activas dentro de 

células viables. Algunos otros son colorantes introducidos a través de canales jónicos en los cuales la 

fluorescencia varia por el bombeo activo de un ion que ocurre únicamente en las células vivas. Así 

también existen sustratos para la esterasa que pueden funcionar como colorantes metabólicos. Estos se 

usan como sondas que atraviesan pasivamente la membrana celular y son transformadas 

intracelularmente por las esterasas, convirtiéndolas en productos fluorescentes polares, que son 

retenidos por las células que tienen sus membranas phismáticas intactas, mientras que las células con 

sus membranas en proceso de destrucción dejan escapar rápidamente al colorante, aun cuando se 

encuentren residuos de esterasa activa en la célula (Ilaugland,1994). 

Algunos ensayos cuantitativos que evalúan el escape de los productos fluorescentes se han usado para 

determinar la citotoxicidad mediada por anticuerpos (Link y Gnunet,1980 y Talbot y cols,1987),la 

actividad citotóxica de células asesinas naturales (Kolber y cols,1988;Sunki y cols,1991;McGinnies y 
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cols,1980 y Wierda y eols,1989), y los efectos tóxicos de drogas (Leeder y cols,1989) y de detergentes 

(1 lagland .1994 ). 

Algunas células como las células cebadas y las células epítelíales, secretan activamente productos 

polares (Neher y Altners„1896 y Ano y cols,1990). Algunos ejemplos de estos colorantes son: el 

azul de calceína, el azul de carbocalceína, el diacetato de fluoreseeina, el diacetato de 

carboxilluoresceina, ele (llaugland,1994). 

Otros ensayos de viabilidad se basan en la capacidad oxidativa de las células. Así por ejemplo,la 

dihidrorodamina 123 (DI-IR 123,11.632) puede ser oxidada a rodamina 123 por neutrófilos viables 

durante el estallido reiviratotio (Kinsey y cols,1987 y Rodio y cols,1988) y se ha demostrado también 

que tiñe las mitocondrias de las células vivas en las plantas (Haugland,1994). 

Existen también indicadores del bombeo ionico. El principio básico radica en que las células viables 

tienen la capacidad de bombeo de iones a través de sus canales jónicos, los cuales sirven para el 

mantenimiento de los niveles jónicos internos y para el potencial de membrana de las células. Una vez 

que las células mueren, la actividad en el bombeo y !lujo de iones a través de los canales jónicos se 

detiene, generando con esto que las concentraciónes de iones tanto en el interior como en el exterior de 

fa célula se equilibren, retomando el potencial de membrana a cero. Así la pérdida de la actividad en el 

bombeo de los iones, acompañada de muelle celular sirve para evaluar la viabilidad celular. Esto 

puede realizarse usando una gran variedad de colorantes corno la rodamina 123, que tiñe 

selectivamente mitocondrias de células vivas y que se ha utilizado para evaluar la viabilidad de 

linfocitos (Da rzynkiewicz y Andrelf,1981), fibroblastos humanos (Goldstein y Korczak,1981) y células 

humanas transformadas con el vinis de Simio (Kliot-Fields y cols,1983); otros colorantes dependen del 

pll presente, como el rojo neutro y el naranja de acridina que se concentran en organelos ácidos. Estos 
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han sido también usados para evaluar viabilidad celular (Essig-Mareello y lluskirk,1990 y 1)ank,1988). 

Por ejemplo, el naranja de acridina es un colorante básico que se concentra en lisosomás de células de 

mamíferos, vacuolas de plantas (Doherty,1988) y en gránulos secretores que contienen insulina 

(Ilaugland,1994). 

En algunos tipos celulares los troles tienen una importante función en la biología celular, jugando un 

papel importante en la proliferación, transporte, movimiento celular y en la síntesis de DNA. bn 

particular el tripétido glutatión (g-L-glutamil-L-cisteinglicina) y un tiol no proteico presente en células 

vivas de mauleros, juegan un papel central en la protección de las células contra el dallo provocado 

por radicales libres, oxidantes y electrólitos . Todas estas propiedades se utilizan como medida 

de determinación de viabilidad celular ya que un proceso diferencial en estas moléculas indica muerte 

celular (Ilaugland,1994). Por ejemplo, los niveles de glutatión son extremadamente heterogéneos en 

tumores sólidos, por tanto el glutation y la glutation S-transferasa (TSG) pueden jugar un papel 

importante en la resistencia a las drogas. Sin embargo existe evidencia de que los niveles de glutatión 

pueden correlacionarse con el progreso de la enfermedad en pacientes con SIDA (Eck y cols,1989). 

Dentro de los métodos convencionales, los métodos colorimétricos son ampliamente usados para 

evaluar la viabilidad celular. Dentro de los compuestos más usados esta la sal de tetrazolio 11117' (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-y1).2,5-bromuro de difenil tetrazolio) la cual ha sido utilizada en ensayos de 

viabilidad en muchos modelos celulares (Ashman,1986; Denizot y lang,1986; llamen y cols,1989; 

l'erran y cols,1990; Niks y Otto, 1990; Cedillo y cols,I992; Petty-RD y 015,1995; Ponce-Macotela y 

cols,1995; etc.). El principio básico consiste en que únicamente las células vivas son capaces de reducir 

a dicha sal a través de enzimás mitocondriales succinato deshidrogenasas, hasta un compuesto azul 

obscuro o púrpura insoluble llamado fonnazán. 
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Fu 1983. Mosmann utilizó esta sal para determinar prolithación y viabilidad en células y desde 

entonces, el método ha sufrido varias modificaciones (Ashinan,1986;Denizot y Lang,1986;(iillies y 

cols,1986;Neate y Boyle,1986 y Níks y Otto,1990). En los primeros ensayos, Mosmann encontró que 

la cantidad de formazin producido por las células vivas es proporcional al número de células 

presentes. 

Por otro lado el mismo Mosmann (1983) y Gerlier y Thontásset (1986). han demostrado que el 

formarán generado depende del estado metabólico de la célula. 

El método de MIT ha sido comparado con el ensayo de incorporación de timidina tritiada ('ll-TdR) 

(Denizot y Lang,1986;Dotsika y Sanderson,1987 y Ferrari y cols.1990). Los resultados han mostrado 

que la sal de MIT es más sensible para evaluar la capacidad citotóxica de los macrófagos activados 

(Ferrad y cols,1990). La utilización del mTr es una alternativa a los métodos radioactivos usados para 

determinar viabilidad celular o evaluar los niveles de citotoxicidad celular Entre las principales ventajas 

que ofrece el método de la sal de MIT con respecto a otros métodos para medir viabilidad celular 

están: (1) sensibilidad y reproducibilidad; (2) no requiere de compuestos radioactivos; (3) el método es 

fácil de llevarse a cabo porque el formírán generado se cuantifica rápidamente; y (4) es de muy bajo 

costo siendo, más efectivo y exacto que otros ensayos colorimélricos convencionales (Ferrari y 

cols,1990) 

En la figura siguiente se muestra el principio bioquímico en la cual se basa el método desarrollado por 

Mosmann con la sal de m'u. 
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Figura 3. Interacción bioqímica entre la sal de Mil' y el PMS. (Esquema modificado, basado en el 

método de Mosmann,1983), 

Se han descrito así tambiái colorantes que pueden ser utilizados para determinar muerte celular. 

Estos colorantes tienen como característica que son altamente impermeables a las membranas, por lo 

que tiñen únicamente a las células muertas o aquellas células que tienen su membrana dañada. La 

mayoría de estos colorantes impermeables que sirven para evaluar muerte celular se unen 

especificamente al DNA. Dentro de los colorantes más utilizados se encuentran: el yoduro de propicho 

(VP) y el bromuro de Odio (BE) (Ha ugland,1994). 
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Tanto el Yl> y el BE han sitio usados para detectar células en proceso de destrucción o células muertas. 

Estos colorantes han sido empleados para evaluar el darlo inducido por electrofusión en las células de 

mamíferos (Kowalski y cols,1990), para determinar viabilidad de aislados de los islotes de Langerhans 

((ray y Morris,1987 y London y cols,1989) y para la medición de apoptosis en timocitos (Nicoletti y 

coLs,1991). Han sido también usados para el análisis de los cambios en la integridad de la membrana 

siguiendo a una aplicación de ATP extracelular (Arkhammar y cols,1990). El homodanero- l rle elidin 

también ha sido usado para caos fines (llaugland,1994). La matoazida de etidio, ha sido utilizada para 

el marcaje covalente del DNA en células muertas. Por ejemplo, ha sido de gran utilidad rar la 

manipulación de organismos patogénicos vivos (Riedy y cok 1991). 

La lisian &mil, también es un colorante impermeable a la membrana celular, que ha sido utilizado para 

determinar el número de células de mamífero muertas (Fisher y cols,1986), incluyendo aquellas 

muertas por choque térmico (Rice y cols,1987). 

De este grupo de colorantes que se unen al DNA, las bisbenzamidas Hoechst 33258 y 33342 son 

colorantes que generan una fluorescencia que puede ser relacionada proporcionalmente con la 

viabilidad celular. El H33258 no es penneable a la membrana celular, por lo tanto aun en presencia de 

éste, si la célula esta viva no se generará fluorescencia. El 1133342 si es permeable a la membrana 

celular y por lo tanto puede utilizarse en ensayos de permeabilidad celular. Ambos colorantes son 

considerados poco tóxicos, aunque se ha reportado que a bajas concentraciónes, reducen la síntesis de 

DNA, producen efectos mutagénicos y alteran la cinética del ciclo celular (Durand y Olive,1982). 

Estos colorantes son altamente hidrofflicos, por lo que son solubles tal agua (hasta en un 2%). Pueden 

ser excitados con líneas de luz 13V de laser de argón y con otras fuentes convencionales usadas en 

fluorescencia. Al unirse al DNA de la célula, los colorantes 1133258 y 1133342 generan una 
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fluorescencia brillante la cual aumenta potencialmente cuando se une al par de bases contiguas A-1 

(adenina-tinána. Estos colorantes se unen con suficiente litem con respecto a la secuencia de poli-

(d(A-1)). aunque pueden desplazar a algunos otros intrecaladores del DNA (Richards y cols,1985). 

La intensidad de fluorescencia y la afinidad de t'ilion de los colorantes al DNA parece ser altamente 

dependiente de la secuencia y conformación de las bases del DNA (Muller y Gautier,1975), La 

fluorescencia del 1133342 es opacada en sitios donde la 5-bromodeoximidina (Brd11) es incorporada en 

el DNA (Richards y cols,1985). 

La diferencia química entre los dos colorantes es el sustituyente que tienen; así el 1133258 tiene un 

hidroxilo y el 1-133342 tiene un grupo etoxilo, el cual le permite penetrar a la membrana de las células 

vivas mientras que el 1133258 no puede penetrar (Arda-Jovin y Jóvin,1977;Latt,1977 y Lydon 

ycols,I980). Al unirse al DNA, egos colorantes no muestran toxicidad para la célula (Anult-Jovin y 

Jovin, 1977), por lo que se consideran como colorantes vitales no tóxicos y afines al DNA (Richards y 

cols,1985). Se ha demostrado que las bisbenzantidas (1133258 y 1133342) son altamente específicas 

para el DNA por varias razones; 1.- los estudios citoquímicos de las células tratadas con los 

colorantes, indican que las diferencias de fluorescencia entre el colorante libre y el unido al DNA en un 

rango de p1-1 7-8, corresponde únicamente al colorante unido al DNA Más específicamente, la 

fluorescencia se limita solo a la cromatina y es unís intensa en los centrómeros ricos en A-T. 2.- El 

97% de la emisión de la fluorescencia registrada a partir de las células vivas es originada de los 

núcleos, por corneo de Ibtones (Amdt-Jovin y Jovin,1977), Aunque una parte de la fluorescencia 

extrauuclear se debe a la fluorescencia del DNA mitoeondrial, la baja cantidad de DNA initocondriafiel 

cual representa en general menos del I% del DNA total celular), no afecta los resultados en la 

medición de viabilidad hechos usando estos colorantes (Lehninger,I993) .3.- En una serie de polímeros 
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con composición del O al 68% de A-T „la fluorescencia se incrementa en 'elación al contenido de A-T; 

por lo que es importante considerar el contenido total de A-'1' en las células que sean evaluadas por 

estos colorantes. 	Se ha demostrado que un rearreglo estructural en la hélice es necesaria para que 

exista alta afinidad de unión de estos colorantes al DNA (Muller y Gautier,1975). Aunque las 

interacciones secundarias con el par de bases de G-C y con la doble cadena del RNA pueden ocurrir 

tales interacciones se suprimen en el ambiente isotónico presente en las células vivas (Latt y 

Wohlleb,1975 y latí y Stetten,1976). 5.- En los ensayos fluorométricos donde se utilizan las 

bisbenzamidas afines al DNA en tejidos homogéneos, la fluorescencia registrada es una fimeióu lineal 

que depende de la concentración del DNA (Mellaré y cols,1985). 

El 1133342 se ha utilizado para una serie de ensayos en los que se ha comparado con otros 

fluorocromos como el 1133258, diacetato de carboxifluoresceína, el MUI1 (4-

metillumbeliferilheptanoam), DAPI, rodamina y otros colorantes como la sal de MIT (Blaheta y 

cols,1991). También existen estudios comparativos con radioisotopos como la timimidina tritiada. 

Todos lo resultados indican que el método de cuantificación de viabilidad celular con las 

bisbenzamidas, ofrece ventajas tales como: simplicidad, reproducibilidad para la estimación de 

proliferación celular, ya sea por medición directa de los cambios en la fluorescencia celular o por 

medición en los cambios encontrados en la incorporación normalizada de timidina tritiada en el DNA 

(Blaheta y cols,1991). Existen estudios de largo término para medir la migración de linfocitos, que 

indican que no hay interferencia con las funciones fisiologicas (Brema y Parish, 1984); además de que 

se puede utilizar en un sistema de selección celular (cell sotter) para diferenciar subpoblaciones de 

células marcadas (como linfocitos T y 13), siendo importante en estos análisis que no se saturen los 

sitios de m'ion al DNA con este colorante, por lo que la concentración de colorante sugerida es menor 
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a ( hug/m1) (Malicia y cols,I991). Potencialmente, el 11333,12 puede usarse para analizar la maduración 

linfocítica y tos mecanismos de migración de las subpoblaciones celulares (Drenan y Parish,1981; 

Richards y co1,1985; Loelller y Ratner,1989; Blaheta y cols,1991 y Boluz-RC y cols,1995). Para la 

evaluación del número y proliferación celular resulta ser tui método simple, como ha sido mostrado por 

estudios en la evaluación de la influencia de diferentes drogas inmunosupresivas sobre la activación 

celular. 

Aunque el /133342 es considerado poco tóxico, con efectos significativos sobre la viabilidad celular, a 

concentraciones mayores de 20mM y por exposición mayor de 30 minutos, este colorante es capaz de 

inhibir la síntesis del DNA y producir cambios en el ciclo celular (Richards y cols,1985). Ambos 

fluorocromos 1133258 y 1133342, proporcionan una alternativa a los ensayos donde se utilizan 

radioisótopos como la (31I) thuidina La aplicación de estos colorantes a estudios en donde se evalúan 

los efectos de varios factores biológicos, incluyendo estilmdadores, inhibidores y factores citotóxicos 

sobre la regulación del crecimiento celular, han mostrado ser muy eficientes (Richards y cols,1985). 

La aplicación de estos colorantes a estudios en donde se evaluan los efectos de varios factores 

biológicos, incluyendo estimuladores, inhibidores y factores citotóxicos sobre la regulación del 

crecimiento celular, han mostrado ser muy eficientes (Richards y cols,1985). 
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3. MATERIAL V METODOS: 

3,1. Lineas Celulares: 

Para la evaluación de la citotoxicidad de la toxina A de C.dfficile se utilizaron dos líneas 

celulares: la línea celular IEC-18 de epitelio intestinal (nomás y cols,l992) y la línea celular 

IIRMC, la cual es un híbrido de células cebadas con morfología de mucosa intestinal (Zheng y 

cols, 1991), siendo ambas líneas obtenidas de rata. 

CELIIIAS IEC-18. 

Las células IEC- 18 son una línea celular de epitelio de intestino delgado no transformadas, las 

cuales son permeables a moléculas hidrofílicas de varios tamaños. 

Las células 1EC-18 fueron inicialmente derivadas de las criptas de ileon de rata (Thomás 

cols,I992). Mediante la observación microscópica se ha confirmado la presencia de uniones 

estrechas, de desmosomás y de desarrollo de las microvellosidades en la superficie apical entre las 

células 1EC-18. El glicocálix está ausente en su superficie y los espacios intercelulares tienden a 

ser pequeños. Quaroni y lsselbacher (1981) fueron los primeros inveligadores que aislaron y 

caracterizaron a las células 1EC-18. Las células 1EC-18 conservan las propiedades de las células 

normales antes de ser transformadas. Esta línea celular presenta la mayoría de los marcadores 

inimmológicos que diferencian a las células de las microvellosidades intestinales, aunque expresan 

algunos antígenos epiteliales no específicos. La forma de las células IEC-18 es redonda cuando 

son inicialmente plaqueadas o sembradas, llegando a ser poligonales cuando alcanzan la 

confluencia (nomás y cols,1992). 
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CELULAS 1117111C. 

Las células IIRMC tienen caracteriticas de mucosa intestinal aunque también poseen 

características de células cebadas de peritoneo de rata y de células leucémicas basolilicas de rata. 

Estas células presentan un contenido alto de histamina y de receptores Fa RI y Fcy R2, La línea 

celular IIRMC muestra sutiles diferencias entre los receptores de alta y baja afinidad Fc R1 y Fc 

R2 (Zheng y cols,1991). 

3.2, Cultivo de líneas celulares: 

El cultivo de las células IEC-18 y de las células FIRMC se efectuó en botellas de 50 ml (25ent2  

Conting Inc.-USA); expandiendo los cultivos por crecimiento continuo en monocapas a 

confluencia. 

En el caso de la línea IEC-18, se les retiró el medio de cultivo y se les dió un lavado con solución 

de PUS lx (Dulbecco solución salina de fosfatos 10x SIGMA ChemicalCo.-St.LouisMO-USA 

cell culture), incubando las células por 2 minutos a temperatura ambiente. 

Para desprender las células de la botella de cultivo,se utilizó una solución de tripsina-verseno al 

0.03% (IN VITRO-D.F México), las células se incubaron por 20 segundos a temperatura 

ambiente. Posteriormente se retiró la solución de hipsina-verseno, resuspendiendo las células en 

5-7 ml de medio RI'Ml 1640 (Giben BRL-USA) complementado con 10% de suero fetal bovino 

(SEM (HyClouelll Labitte.-Logan Utah). Para medir la viabilidad celular, una alicuota de 20111 

de estas células, fueron resuspeitdidas en un tubo cónico de 15 ml (Costar-Cambridge) agregando 
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20p1 del colorante azul de tripano (Gibe° BRI-1..T.-(JSA) y las células fueron contadas en una 

cámara de NEURAUER 0. I nun (Reichert-N.Y USA). 

Una vez que se cuantificó el número de células viables, se plaquearon 50 x 10' células/pozo 

por duplicado en una mica-aplaca de cultivo celular de 96 pozos (Nunelon,Nunc-Dinamarea), 

incubándolas a 37°C toda la noche en una atmósfera de CO2  al 5%. 

Para el caso de la línea celular 1-1RMC, considerando la presencia de células viables no 

adherentes, se siguió el siguiente procedimiento: las células flotantes se colectaron en un tubo 

cónico, mientras que las células adheridas a la botella de cultivo de 50 ml se desprendieron con 5 

ml de una solución de Puck lx (EDTA lmM-Sigma cell cubre, KCl 1mb/1-Merck, NaCI 1mM-

Merck, Nal1CO3  IniM-Merek y 1120), incubando por 5 minutos a temperatura ambiente . 

Una vez desprendidas, las células se mezclaron y se centrifugaron a 296 x g' por 4 minutos a 

temperatura ambiente y fueron resuspendidas finalmente en 5-7 ml de medio RPMI 1640 

complementado con 10% de SIS. Para el conteo e incubación de las células plaqueadas se siguió 

el mismo procedimiento que para las células IEC-18. En este caso se plaquearon por duplicado 25 

x 10' células/pozo. 

Los medios de cultivo, PUS, tripsina y PUCK de las botellas de cultivo , se retiraron con una 

pipeta pasteur estéril conectada a a ruta bomba de vacío (Enciso y cols,I996). 

3.3. Congelamiento y descongelamiento de líneas celulares: 

Para efectuar el congelamiento de las células IEC- 18 y IIRMC se utilizó diinetil sulfoxido 

(DMSO) al 10% en SFR realizándose de la siguiente manera: 
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Para el congelamiento, una vez que obtuvo el botos celular (siguiendo el mismo procedimiento de 

cultivo de líneas celulares), las células se resuspendieron en DMSO al 10% en SEO para 

congelarlas inmediatamente en hielo seco y trasladadas a un congelador a •70°C dejándolas toda 

la noche y colocándolas en nitrógeno liquido al día siguiente. 

Para el descongelamiento, los crioviales conteniendo las células en DMS() al 10% y SIS se 

incubaron en un baño a 37°C y se mezclaron inmediatamente en un tubo cónico de 15 ml en 6 ml 

de medio RPMI al 10% de SF13. Las células se centrifugaron a 296 x g' por 2 minutos. 

Posteriormente se absorbió casi todo el medio dejando solo una pequeña cantidad para 

resuspender el botón celular. Una vez realizado esto, se agregaron 6 tul de medio RPMI al 10% 

de SEll y se trasladaron a una botella de cultivo de 50 ml. Debido a que el OMS() es muy tóxico 

para las células, se trató en todo momento de mantenerlas congeladas una vez que las células se 

resuspendieron en esta solución (Enciso y cols,1996). 

3.4. EVALUACIÓN DF, LA CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES IEC-18 Y 

HRMC TRATADAS CON TOXINA A DE C.difficile. 

El tratamiento de las líneas celulares 1EC-18 y IIRMC se realizó con diferentes concentraeiónes 

de toxina A de CAllicile, donada amablemente por el Dr. Javier Torres L.((JIMEIP ft P. C.M.N. 

siglo XXI IMSS). Para el análisis del redondeamiento (evaluación porcentual de células 

redondeadas) se siguió el siguiente procedimiento: 
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A partir de un solución concentrada de 400pg/m1 de toxina A se prepararon las siguientes 

diluciones en RPMI 1040 complementado con SF11 al 10%: 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0.25 pg/ml, 

0.125 pg/ml y 0.062 pg/ml. 

Fn cada pozo de cultivo se agregaron 100 pl de duna de las diluciones anteriores y las células se 

incubaron a 37°C por 4 horas. 

Los análisis del porcentaje (%) de redondearniento celular se realizaron cada 30 minutos en un 

miscrospio óptico invertido (Leitz*Diavert-Germany), efectuando el conuco de células 

redondeadas en cada caso y obteniendo el valor total de las células por campo para obtener el 

porcentaje de redondeamiento. La viabilidad de las células intoxicadas se evaluó con azul de 

triparto a las 4 horas de incubación. 

3.4.1. Evaluación de la viabilidad celular en líneas celulares IEC-18 y 1IRAIC lunadas con 

toxina A de Clostridium dIfficile usando Hoechst 33258 y 33342. 

La evaluación de viabilidad celular usando las bisbenzamidas 33258 y 33342 se realizó de acuerdo 

al protocolo descrito por lllaheta y cols (1991), Los ensayos se realizaron utilizando el mismo 

procedimiento de cultivo y plaqueo de células descrito anteriormente para ambas líneas celulares. 

las concentraciónes finales de toxina utilizadas fueron 1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0.125 

lighul y 0.062 pg/nd, realizando las diluciones en RPMI 1040 sin suero. Las células se incubaron 

con la toxina A a 37°C por 4 horas. 

Transcurrido este tiempo se agregaron en la misma placa los fluorocromos. El 1133258 (Sigma 

Chemical Co.-USA) se adicionó a una concentración final de Itighul, mientras que el 1133342 
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(Sigma Chemical Co.-USA) se agregó a una concentración final de 5 pg/ml incubando a 37' C por 

20 minutos. Las soluciones de trabajo se prepararon en agua desionizada estéril y las diluciones 

finales de bizbenzamidas se diluyeron en RPMI 1640 sin suero. Ambas soluciones Memo 

protegidas de la luz cubriendo con papel aluminio el contenedor donde se almacenaron. 

Las lecturas iniciales se realizaron en un espectrolluorómetro (FLUOROSKAN 

LABSYSTEMS INC. Finlandia) utilizando un par de filtros de 355/460 nm (excitación/emisión). 

Posteriormente, las células se centrifugaron a 800 x g' por 4 minutos a temperatura ambiente 

(T. A )• 

Después de este tiempo, se retiró el sobrenadarte de cada pozo con una micropipeta, usando una 

punta por muestra y el volumen inicial de 100 pl se restituyó con RPMI 1640 sin suero. Una 

segunda lectura se realizó para obtener la evaluación de viabilidad celular. Para cuantificar la 

viabilidad de las células tratadas con toxina A de Califficile,  a las 24 horas estas células fueron 

incubadas durante 24 horas a 37°C y lecturas a ese tiempo fueron también realizadas. 

Para cada ensayo fue necesario establecer una curva patrón de valores conocidos de células 

totales plaqueadas por duplicado. Para la línea celular LEC-18 se plaquearon en duplicado 

10,20,30,40,50 y 60 x 103  células por pozo respectivamente. Por otro lado, para la línea celular 

IIRMC se utilizaron duplicados de 5,15,25 y 35 x 103  células por pozo. De esta forma, se evalúa 

de manera indirecta la cantidad de células vivas o muertas según sea el caso del colorante 

utilizaddo, considerando que la curva pairo!' sirve para interpolar los datos de densidad óptica 

obtenidos. 

Los controles correspondientes para cada tratamiento fueron los siguientes: células con toxina-

sin fluorocromo, células con fluorocronto-sin toxina, células sin lluorocromo y sin toxina, 
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solución de duorocromo más toxina, solución de RPMI, solución con toxina y solución 

hipersónica. 

Para la realización de las lecturas en cada ensayo, el aparato se calibró con una hilera de pozos 

conteniendo 60 x 103  células /pozo para IEC-18 y 35 x 10' célulaslpozo para LIRMC, las cuales 

dieron colocadas en la segunda hilera 112 vertical de acuerdo al siguiente esquema: 

Microplaca de cultivo 

2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 	11 12 

A 	b 
	

It 

11 	I 	é 	o 

C 	a 	I 	y 	z 

1) 	n 	u 	a 	o 

E 	e 	1 	 e 	s 

F 	o 	a 	 i 

G (RP- 	s 	 o 

II MI) 	 s 

Las células utilizadas para calibrar se incubaron de la misma forma que las células tratadas con 

toxina. El valor que se le dió a dicha calibración lile de 1000 unidades de densidad óptica, lo cual • 

equivalió al valor de 60 x 103  célulasIEC-18 y 35 x 103  células HRMC. 
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Para los ensayos realizados con el fitiorocromo 1133258 (el cual no puede penetrara la membrana 

celular intacta), se agregaron por cada pozo 100 pl de solución hipertónica (Tris 101nM-

Sigina,CaCI 5mM,MgCI 10mM y NaCI 40mM•Merck), incubindose en las mismás condiciones 

que las células tratadas con la toxina A. 

3.4.2. Evaluación de la viabilidad celular en lineas celulares IEC-IS y IIRA1C tratadas ron 

toxina 4 de Clastridium difficile usando AM: 

Para la evaluación de la viabilidad de las células IEC- 18 y IIRMC tratadas con toxina A de 

C.difficile usando la sal de MTT (Sigma Chemical Co.-USA) (Mosinann,1983), se siguió el 

mismo procedimiento de cultivo y tratamiento descrito anteriormente. 

Transcurridas las 4 horas de incubación con la toxina A, a los cultivos se les retiró el sobrenadante 

utilizando puntas estériles teniendo cuidado de no alterar la monocapa celular. 

Inmediatamente se agregaron 50 pl de la sal de M'1T a una concentración final de 375 pg,/rnl y 

posteriormente se adicionaron 50 pl de una solución de PMS (netasulfato de fenacina-Sigma 

Chemical Co-USA), ama concentración final de 1.25 mg/ml. Ambas soluciones se prepararon 

en agua desionizada estéril protegiéndose de la luz y alinacen'andose a 4°C por no mis de un 

mes, Una vez preparadas las soluciones concentradas fueron almacenadas a -20°C . 

Las células tratadas con toxina A de C.dificile se incubaron con estas soluciones por 2 horas a 

37°C. 

Una vez transcurrido este tiempo, la mieroplaca conteniendo las células se centrifugó a 800 x g' 

por 5 minutos a T.A. El sobrenadante de cada pozo se retiró como se mencionó 
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anteriormente y a cada pozo se le agregó entonces 200 pl de isopropanol ácido (isopropanol 

conteniendo 0.04M final de IICI-Sigma Chemical Co. USA), resuspendiendo los cristales 

precepitados (formanin), basta disolverlos completamente. Las placas se incubaron a 4°C por 3 

horas. 

La lectura se realizó posterior al período de incubación en un lector de ELISA (LABSYSTEMS 

rEMS INC.-Finlandia) a 570nin (As)a). 

Para cada ensayo fue necesario establecer una curva patrón de valores conocidos de células 

totales plaqueadas por duplicado. Para la línea celular IEC-18 se plaquearon en duplicado 10, 20, 

30, 40, 50 y 60 x 10' células por pozo respectivamente. Por otro lado, para la linea celular 

IIRMC se utilizaron duplicados de 5, 15, 25 y 35 x 10' células por pozo. De esta forma, se 

evalúa de manera indirecta la cantidad de células vivas, considerando que la curva patron sirve 

para interpolar los datos de densidad óptica obtenidos. 

Los valores experimentales fueron ajustados de acuerdo a los controles utilizados: toxina-sin 

MTT-PMS,células con MTT-PMS-sin toxina,con toxina-MTT-PMS, células con toxina-sin mrr-

pms, células con MTT-PMS-sin toxina. 

Debido a que los fluoroeromos como la sal de MTT y la solución de PMS son muy sensibles a la 

luz directa, se evitó en todo momento su exposición a la luz visible. Para evitar algún efecto de 

bacterias u hongos contaminantes sobre los valores de viabilidad, las células se mantuvieron todo 

el tiempo en condiciones de esterilidad . 
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3.4.3. Evaluación de la viabilidad celular in vitro de células IEC-l8 tratadas con (ovina de 

Chutridium difficile en combinación con mediadores de respuesta inflamatoria. 

Para realizar esta evaluación, se siguió el mismo procedimiento de cultivo y de tratamiento 

descrito anteriormente. 

Las células tratadas con toxina A fueron expuestas por separado o en combinación con diferentes 

concentraciónes de Histamina, PAF y TNF-u 

El tratamiento con los mediadores se realizó de dos t'ornas, la primera fue el tratamiento de las 

células con la toxina A y uno de los mediadores a la vez . En el otro caso las células fueron 

expuestas con toxina A y con mezclas de dos o hasta 3 de los mediadores antes mencionados 

a diferentes concentraciónes. 

Para realizar la evaluación del electo combinado de la toxina A con un componente de respuesta 

inflamatoria (R1), se agregaron 541 de toxina u una concentración final de 0.062 pg/ml más 50 pl 

por separado de cada uno de los compuestos de Rl Histamina, PAF (Sigma Elucida Co.-USA) o 

TNF-u. (Gibco BRl. L.T.-USA), a concentraciónes finales de 10,25,50,100,250,500 y I 000nM 

para Histamina y PAF y de 1, 5, 10, 20 y 50 pg/ml para TNF-alfa. 

Para los casos en donde se mezclaron 2 o 3 mediadores con la toxina A, se agregaron 50 pl de 

toxina (dos componentes) o 25 pl de toxina. En el caso de 3 componentes, estos se mezclaron a 

una concentración final de toxina de 0.062 µg/ml, utilizándose 25 pl de cada mediador por pozo á 

concentraciónes finales de I OnM para Ilistainina y PAF y de I pgiunl para TNF-u. 

Para Inutilizar el efecto de los mediadores en ausencia de toxina A de k, se agregaron 50 

pl de medio RPMI 1640 sin suero en cada caso. 
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Las diluciones realizadas para Histamina y PAF se prepararon en solución salina isotónica estéril 

(NaCl al 0,85%-Merck-Naticalpan México) y se almacenaron a -20°C. Para el caso de 'INF-a, el 

concentrada se preparó en un buffer de anida de sodio al 0.05% y las diluciones se realizaron en 

solución salina isotónica y se alntacenaron a -70°C. En cada caso se prepararon las alicuotas 

necesarias con el fin de evitar el congelamiento y descongelandento repetido de las muestras. 

Debido a que los resultados más confiables se obtuvieron con el colorante 1133258, los ensayos de 

viabilidad de células 1EC-18 se hicieron en estos experimentos únicamente con este colorante. 

3,5, Análisis Estadístico de los resultados. 

Se utilizó el análisis de medidas de tendencia central o de posición y de dispersión, para el análisis 

de colorantes (bisbenzamidas y la sal de M'En Para el análisis del efecto de mediadores más 

toxina se utilizó la prueba de mediana y rangos y la prueba de varianza no paramétrico para 

probar hipótesis con tres o más grupos independientes (ANOVA: Kruskal-Wallis), dado que la 

distribución de los datos fue diferente de la normal. 
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4. RESULTADOS: 

4.1 Obtención de los porcentajes de redondeamiento de las células lEC-18 y 11RMC 

tratadas con la toxina A de  edifficile. 

Como un paso inicial para analizar el efecto de la toxina A de C.diBietle  en células epiteliales, se 

evaluó el redondeamiento celular de células IEC-18 y HRMC tratadas con diferentes 

concentraciones de toxina (1, 0.5, 0,25, 0.125, 0.062, 0.031 pg/in1), con el fm de determinar en 

que rango de concentraciones y en que tiempo el efecto de la toxina A sobre las células 1EC-18 y 

IIRMC fue evidente microscópicamente. 

Analizando las células por observación microscópica cada 30 minutos, se estableció el tiempo al 

cual la concentración más alta de toxina utilizada producía un redondeamiento del 100% en los 

diferentes tipos celulares, De las 6 concentraciónes analizadas sólo se escogieron 4 para valorar el 

porcentaje de redondeamiento. El valor de las concentraciónes se escogió en base al efecto 

observado microscópicamente y a los valores de viabilidad obtenidos en las células IEC-18, ya 

que el tiempo en que ocurrió el redondeamiento de las células 11RMC, fue más breve. 

Los resultados de porcentanje de redondeamiento y de viabiliad celular para las células IE'C-18 y 

HRMC se muestran en las tablas l y 2. 

Como se puede observar en la tabla 1, hay un claro efecto de redondeamiento que depende de bt 

dosis de toxina A utilizada y del tiempo de incubación para ambas líneas celulares. 

Aunque a la más alta concentración de toxina utilizada, las dos líneas celulares se redondean en un 

100%, las células HRMC están casi en un 100% redondeadas a la dosis más baja de toxina. 
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Los valores de viabilidad observados en la tabla 2 indican que las células de ambas lineas celulares.  

no muestran un deterioro en su viabilidad celular cuando son tratadas con dosis altas de toxina 

realizado una incubación de 4 lloras, 

En cuanto a los valores de viabilidad obtenidos a las 24 horas, los resultados indican que las 

células 11X-18 muestran una disminución considerable en su viabilidad celular aun a la 

concentración mas baja de toxina utilizada. 

Para el caso de las células EIRMC. éstas permanecen en un 100% viables cuando se trataron con 

la más alta concentración de toxina. 
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TABLA I. Efecto de diferentes concentraciones de toxina A de Cdifficile 

sobre células IEC-18 y 11101C. 

Toxina A (pg/m1) IEC-18 (%) HRMC (%) 

1 100 100 

0,5 95-100 100 

0,25 50-80 100 

0,125 20-25 95-98 

En 	la tabla se observan 	los porcentajes 	de redondeatniento celular de 6 
esperimentos obtenidos a las 4 horas 	de incubación con la toxina. Para la línea 
celular 	IEC-I8 y HRMC existe 	un 	efecto de dosis-dependiente, ya que a la 
concentarción más alta de toxina utilizada produce 100% de redondeandento y muestra que 
a la más baja concentración, se redondearon sólo en un 25%. 

53 



2-S) 

214) 

TABLAS 2A Y 213. Evaluación de viabilidad celular en células IEC-18 y 1111141C tratadas 

con diferentes concentraciones de toxina A de 	Cgficile 	a las 4 horas y 24 horas 

utilizando azul de (Himno, 

4 horas de tratamiento con toxina A. 

Línea celular Toxina A (pg/m1) 
% de células vivas (4

horas) 

IEC-18 1 90 

HRMC 100 

IEC-18 0,5 90 

HRMC 90 

IEC-18 0,25 100 

HRMC 100 

24 horas de tratamiento con toxina A 

Linea celular Toxina A (pg/m1) 
% de células vivas (24

horas) 

IEC-18 1 10 

HRMC 90 

IEC-18 0,5 20 

HRMC 100 

IEC-18 0,25 30 

HRMC 95 

En ambas tablas se observan los porcentajes de células vivas de 6 experimentos obtenidos 
a las 4 horas y 24 horas de tratamiento con la toxina. En la tabla 2A se aprecia que el 
efecto de las diferentes concentraciones de toxina utilizada no afecto la viabilidad de 
ambas líneas celulares. Por el contrario, en la tabla 213 se observa que la viabilidad de las 
células lEC- 18 diminuyó casi en un 90% y con un efecto de dosis-dependiente, 
El tiempo de incubación con las células FIRMC no influyo en el porcentaje de viabilidad celular, 
dado que valores similares de viabilidad celular fueron observados.. 
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4.2. Evaluación de la viabilidad celular en células 1EC-18 y 11RMC tratadas con la toxina 

A de C,difficile utilizando las bisbenzamidas 1133258 y 1133342. 

Una vez detenninado el rango de concentraciónes de toxina A y el tiempo de incubación óptimo 

para observar un efecto citotóxico, se procedió a encontrar las condiciones en las cuales se podían 

obtener lecturas reproducibles para el ensayo lluorométrico con las bisbenzamidas 1133258 y 

1133342. Las concentraciónes de bisbenzamidas utilizadas fueron las reportadas en la bibliografía 

(11332584 pg/m1 y 1133342-5 pg/ml). El tratamiento de las células 1EC-18 y 11RMC con la 

toxina A se realizó a las 4 horas y a las 24 horas. 

Como se observa en la tabla 3, existe un efecto dosis- dependiente, con un incremento de células 

muertas a la más alta concentración de toxina utilizada. También puede observarse que hay un 

76% de células vivas a la más alta concentración de toxina utilizada detectada con el colorante 

1133258, mientras que un porciento de viabilidad del 95% se observa con el ensayo de viabilidad 

usando el colorante 1133342 en la linea celular 11RMC. 

Aunque existe diferencia en los valores de viabilidad determinada para los dos colorantes, la 

desviación estándar es menor cuando se usa el colorante 1133258. 

En la tabla 4, se observan diferencias considerables en los valores de viabilidad cuando se usan 

diferentes bisbenzamidas, mientras que para el colorante 1133258 hay una disminución en el 

número de células analizadas a las 24 horas, el colorante 1133342 indica sin embargo, un aumento 

en el número de células viables, mayor aún a el número inicial utilizado. 
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TABLA 3 Evaluación de viabilidad celular en células IIRMC tratadas con 
diferentes concentraciones de toxina A de Cdiffielle 
a las 4 horas de tratamiento utilizando las bisbenzamidas I1332513 y 11333.12. 

Colorante Toxina A (1.tg/m1) 
% de células vivas. 

(media ± SD) 

1133258 1 66.76 ± 2.98 

1133342 1 95 ± 4.61 

1133258 0,5 82.45 ± 3.38 

1133342 0,5 96.73 * 4.48 

H33258 0,25 83.1± 317 

H33342 0,25 94.14 ± 2.93 

1133258 0,125 80.7 ± 2.08 

1133342 0,125 99.83 ± 5,68 

En la tabla 3 se observan los resultados porcentuales promedio de viabilidad celular de 6 
exprimentos, obtenidos a las 4 horas de tratamiento con la toxina. 
Los valores de viabilidad obtenidos con el colorante H33258 oscilan cutre el 70 y 85 % de células 
['KW vivas con diferentes concentraciones de toxina utilizada. Los valores de viabilidad 
obtenidos con el colorante H33342 oscilan ente el 95 y 100% de células vivas a las diferentes 
concentraciones de toxina utilizada. 
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TABLA 4 Evaluación de viabilidad en células !IRME tratadas con diferentes 
concentraciones de toxina A de edifikile.  a las 24 horas post-tratamiento. 

Colorante Toxina A (pg/ml) % de células vivas. 
 

(media t SD) 

1-133258 1 28.5 t 4.95 

1133342 1 100 t 4.6 

H33258 0,5 49.10 .42 

1133342 0,5 100 ± 4,33 

1133258 0,25 41.1 t 8.8 

H33342 0,25 100 ± 3.32 

H33258 0,125 48.71 t 4.85 

1133342 0,125 100 t 3.06 

En la tabla 4 se observa la comparación de los porcentajes de viabilidad celular de 3 
experimentos obtenidos con los colorantes 1133258 y 1133342. 
Nótese que hay diferencias considerables entre los valores obtenidos con el colorante 
1133258 (que oscilan entre el 30 y 50 % de viabilidad celular ) y el colorante 1133342 
(obsetvandose en todos los casos un 100% de viabilidad celular). 
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4.3. Evaluación de la viabibad celular en células 111'-18 y IIRMC tratadas con toxina A de 

C.difficile,  utilizando la sal de nrrir. 

Una vez realizada la evaluación de viabilidad de las células IFC-18 y HRMC utilizando los 

colorantes 1133258 y 1133342, se procedió a realizar la evaluación de viabilidad celular utilizando 

la sal de MT'f como colorante, que evalúa la cantidad de células viables considerando una curva 

patron que sirve para interpolar los (latos de densidad óptica. 

Como se puede apreciar en la tabla 5, existe un efecto dosis- dependiente de las concentraciónes 

de toxina utilizada, al igual que se mostró en las tablas 3 y 4. En este caso los datos 

correspondientes a las dos líneas celulares indican que la toxina A tiene un mayor efecto tóxico en 

las células IEC-18, con respecto a las células 11RMC, para todas las concentraciónes de toxina 

utilizada. Así también, los valores de desviación estándar usando el colorante 1133258 fueron 

menos altos que los obtenidos con la sal de MTT. Los valores de viabilidad obtenidos para el caso 

de las células EIRMC son similares a los obtenidos con el colorante 1133342 (cómo se observa en 

la tabla 3). 
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TABLA 5. Evaluación de la viabilidad celular pOr el ensayo de MIT en células 

IEC-I8 y. 111010 tratadas con diferentes concentraciones de toxina A de (7,difticik  

Tipo celular Toxina A (pgAnI) 
% de células vivas. 

(media t SO) 

IEC-18 1 58.61 * 4,2 

HRMC 1 84.63 t 6.04 

IEC-18 0,5 82.72 ± 7.74 

HRMC 0,5 89.82 t 4.53 

IEC-18 0,25 84.07* 4.39 

HRMC 0,25 97.12 t 3,02 

IEC-18 0,125 83.07 t 5.14 

HRMC 0,125 100t 3,03 

En la tabla 5 se observan los valores promedio de porcentajes de células vivas de 7 
experimentos obtenidos a las 4 horas de tratamiento con la toxina. 
Se observa que para la línea celular IEC-I8 hay un ligero efecto dosis-dependiente con 
respecto al porcentaje de células vivas para cada una de las concentraciones de toxina 
utilizadas; estos valores de viabilidad oscilan entre el 60 y 85%. 
Para el caso de la línea celular HRMC se observa poco efecto comparado con el caso anterior, 
osciando los valores de viabilidad entre tut 85 % a un 100%. 
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4.4. Evaluación de la viabilidad celular en células IEC-18 tratadas con toxina A de 

C.difficile y diferentes mediadores de respuesta inflamatoria. 

De la primera determinación realizada en este trabajo se seleccionó una concentración de toxina A 

que no dañara a las células IEC-18 (a las 4 horas de tratamiento), con el objeto de evaluar un 

elixto sinergistico entre la toxina A de C.difficile y tres mediadores de respuesta inflamatoria: 

Histamina, PAF y TNF-a. 

Para efectuar esta evaluación se utilizó el 1133258, y los resultados de la viabilidad celular 

mostraron un error estándar menor que los otros colorantes probados (1133258-1.18, 

1133342=2.55 y mu--1.51 valores promedio).. 

Los valores de viabilidad observados en la tabla 6, indican que existe un efecto sinergistico de 

histamina cuando se combina con toxina A, para provocar daño en la linea celular IEC-18, 

concordando esta observación con el análisis estadístico realizado obteniendose una p significativa 

(prueba de la mediana p= 0.0209 y Kruskal-Wallis r 0.050). 

En cuanto a las diferencias de los valores de viabilidad obtenidos para cada una de las 

concentraciónes de histamina utilizadas, ligeras diferencias fueron observadas, por lo que no hay 

un efecto dosis-dependiente. 

Los valores de viabilidad observados en la tabla 7 indican al igual que en la tabla 6, que existe un 

efecto mayor de daño en células IEC-18 cuando hay una combinación de la toxina A de C. difficile 

con PAF en relación al tratamiento únicamente con PAF, sin embargo con el análisis estadístico 

realizado se obtuvó una p no significativa. 
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Nuevamente, la concentración no tuvo un efecto estadísticamente significativo en los resultados 

de viabilidad celular obtenidos para cada una de las concentraciones de PAF utilizadas. 

En la tabla 8, se observan los resultados con TNF-u y toxina A de Cddlicile.  Al igual que en los 

tratamientos anteriores, no existe un efecto dosis-dependiente en las concentraciónes utilizadas de 

ThIF-a. Se aprecian diferencias mínimas entre el tratamiento de toxina más TNF-u y solo TNI7-

alfa; en este caso el análisis estadístico mostró una p significativa ( timba de la varianza it- 0.004 

y Kruskal-Wallis ty= 0.0004). Indicando que hay un mayor daño a las células IEC-18 por la 

combinación de TNF-ct más toxina, ya que histamina y PAF sólo generaron pequeños cambios en 

los porcentajes de viabilidad celular. 

En la tabla 9, se observa que hay un aumento en el número de células viables cuando las células 

IEC-I8 son tratadas con la combinación de toxina A y los tres mediadores en conjunto; 

obteníendose en el análisis estadístico una p no significativa. 
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TABLA 6. Evaluación de viabilidad celular de células 1.R.18 tratadas 

con toxina A de CA/Wik  v con Histamina 

Concentraciones de 
Histamina 

Porcentaje de 
células vivas. 

Con toxina 
(media * SD) 

Porcentaje de 
células vivas. 

Sin toxina 
(media t SO) 

25nM 90.94 ± 2.1 94.04 ± 2.69 

50nM 90.25 ± 2.65 92.49 ± 3.57 

100nM 86.3 ± 3.54 90.08* 1.46 

250nM 89.56 t 2.98 91.8 ± 3.83 

500nM 89.38 t 2.78 92.15 t 0.93 

111M 76.63 * 4.44 88.35 ± 3.21 

En esta tabla se observan los valores promedio de porcentaje de células vivas de 4 experimentos 
obtenidos a las 4 horas de incubación con toxina A ( 0.0621tp/m1) y con diferentes concentraciones 
de histamina (25,50,100,250,500 nM y 1pM). 
Los porcentajes de viabilidad celular oscilan entre un 80 a un 90% tanto, para las células 
tratadas con la combinación de toxina más histamina, como aquellas células tratadas sólo con 
histamina. 
Valor de la p,s.0.050 para la prueba de Kruskal-Wallis y p-0.0209 para la prueba de la mediana• 
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TABLA 7. Evaluación de viabilidad celular de células 1EC-18 tratadas 

con toxina A de edifficile  y con PAF 

Concentraciones de 
PAF 

Porcentaje de 
células vivas. 

Con toxina 
(media ± SD) 

Porcentaje de 
células vivas. 

Sin toxina. 
(media ± SD) 

. 	25nM 82.28 ± 6.83 88.73 ± 8.00 

50nM 82.5 ± 7.84 88 ± 8.1 

100nM 81.55 ± 163 87.01 t 7.35 

250nM 82.09 t 6.71 89.36 ± 8.91 

500nM 81.36 ± 6.56 86.33 *6.06 

1pM 70.36 ± 5.72 83.59 ±7.73 

En esta tabla se muestran los valores promedio de porcentaje de células vivas de 5 experimentos 
obtenidos a las 4 horas de incubación con toxina A (0.062 pg,/m1) y con diferentes concentraciones 
de PAF (25,100,250,500 nM y 1pM). 
Observese que los porcentajes de viabilidad oscilan entre un 75 a un 95% tanto para las células 
tratadas con la combinación de toxina más PAF como sólo las tratadas con PAF 
Valor de la p=0.057 para la prueba de Kruskal-Wallis y v0.60 para la prueba de la mediana 
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TABLA 8. Evaluación de viabilidad celular de células IEC-I8 tratadas 
con toxina A de Cdiffleile  y con D(14-alfa 

Concentraciones de 
TNF-alfa 

Porcentaje de 
células vivas. 
Con toxina. 

(media * SD) 

Porecentaje de 
células vivas. 

Sin toxina. 
(media I: SD) 

5pg/ml 60.98 ± 4.19 73.45 ± 4.25 

10pg/m1 65,57 ± 5.95 74.74 t 2.46 

20pg/m1 61.14 *4.15 73.41 * 2.52 

50pg/m1 54.65 * 3.14 67.66 * 2.74 

Los valores promedio de porcentaje de células vivas de 4 experimentos obtenidos a las 4 horas 
de incubación con toxina A ( 0.062pg/ml) y con diferentes concentraciones de Th1E-alfa (5,10,20 
y 50pg) se muestran en la tabla anterior. 
Los porcentajes de viabilidad oscilan entre un 60 a un 75% tanto para las células tratadas con 
la combinación de toxina más TNE-alfa, como para células IEC- 18 tratadas únicamente con 
TNF-alfa. 
Valor de la p-0.0004 para la prueba de Kniskal-Wallis y p=0.004 para la prueba de la mediana. 
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TABLA 9. Evaluación de viabilidad celular en células II:('-18 tratadas can 

toxina A de 	Cdiffleile y con diferentes mediadores de respuesta 

inflamatoria. 

Tipo de mediador 

Porcent aje de 
células vivas. 
Con toxina. 

(media ± SO) 

Porcentaje de 
células vivas. 

Sin toxina. 
(media ± SD) 

Histamina-PAF 100 ± 0 82.24 ± 6.47 

Histamina-TNF-alfa 92.85 t 3.02 87.26 ± 5.61 

PAF-TNF-alfa 98.67 ± 1.32 91.45 ± 4.12 

Histamina-PAF-TNF-alfa 95.11 ± 2.82 93.4 ± 3.01 

En la tabla 9 se observan los valores promedio de los porcentajes de células vivas de 4 
experimentos obtenidos a las 4 horas de tratamiento con toxina A (0.062µg/m1) y con 
diferentes mediadores de respüesta inflamatoria (Histamina y PAF 1004 y Tb1F-alfa 
El porciento de células vivas para todos los casos oscila entre 85 y 100%. A diferencia de 
lós experimentos anteriores, aqui se observa que hay mal célulal vivas cuando se trataron 
con toxina A más mediadores. 
También se observa que cuando se realizó el tratamiento donde se combinó PAF y otro mediador 
más toxina , hay más células vivas que en los otros tratamientos. 
Valor de p=0.1573 para la prueba de Kruskal-Wallis y r0.067 para la prueba de la mediana, 
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5. DISCUSION 

Los ensayos de viabilidad celular son ampliamente usados para evaluar el efecto de drogas 

quimioterapeúticas (llaugland,1992-1994) y otros agentes tóxicos, incluyendo el efecto de algunas 

toxinas bacterianas (Yui-I y cols,1994; Tan-ZI. y cols,1991 y Garza-Ocanas-L y cols,1994; Petty y 

cols,1994 y Fnuilcfurt, y cols1993). 

El propósito de este trabajo tire establecer, comparar y probar la eficacia de tres colorantes vitales para 

determinar el efecto de la toxina A de Clastriditun difficile  sobre las líneas celulares IEC-18 y URMC. 

Alá también se investigó el lulo provocado por la toxina A de Clasindium di cile  en presencia de 

compuestos de respuesta inflamatoria. 

Las bisbenzarnidas 1133258, 1133342 y el colorante MTf fueron los compuestos que se utilizaron para 

determinar la viabilidad celular. 

Los colorantes 1133258 y 1133342 se unen al DNA presente tar el núcleo de las células teniendo gran 

afinidad por el par de bases Adenina-Timina. Se han utilizado en las mayoría de las veces para 

determinar cualquier anormalidad en el DNA (Loefiler y Ratner,1989), también se han utilizado para 

medir la proliferación de linfocitos (Ricards y cols,1985;Blaheta y cols,1991) y muy pocas veces para 

detenninar viabilidad celular (Blaheta y cols,1991). 

Sin embargo, dada la sensibilidad y la simplicidad del método, el uso de las bisbenzamidas para evaluar 

la viabilidad de células tratadas con compuestos tóxicos resulta ser muy útil 

La diferencia entre uno y otro colorante radica en que el llocchst 33258 no puede penetrar a la 

membrana celular por tener un hidroxilo como sustituyente, siendo necesario hacer un pretatatniento a 
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la membrana celular (illaheta y cols,1991). En cambio, el Hoechst 33342 al tener un sustituyente 

etoxilo, penetra libremente a la membrana celular (1)1aheta y cols,1991). 

Las concentraciones de estos colorantes usadas en este trabajo, fueron similares a las reportadas en 

otros trabajos que midieron la proliferación y/o viabilidad celular (1133258 1 inWinl y 1133342 5 

ing/m1)(131itheta y cols,1991). 

La forma en que se realizaron los ensayos con las bisbenzrimidas se basó principalmente en los 

experimentos de Blatheta y cols. (1989). Las modificaciones hechas en este trabajo se realizaron en 

base a la obtención de las condiciones óptimás para evualuar la viabilidad de las células tratadas con la 

toxina A. 

En los resultados no se muestran los datos correspondientes a la determinación de la viabilidad celular 

usando las bisbenzantidas de las células IEC-18 porque la toxina A produce un efecto de necrosis 

celular aún a bajas concentraciones, por lo que los valores de densidad optica fueron siempre muy altos 

y no cuantificables. La toxina A darla más a las células IEC-18 que a las células HRMC y por tanto al 

retirar el sobrenadante donde se encontraba la toxina se desprendían una gran cantidad de estas células, 

aún cuando la microplaca fue centrifugada. Por otro lado, y dado que la toxina A permanece adherida 

a la membrana celular de las células IEC-18 tratadas (Horentini y cols. 1991), y debido a que esta 

toxina reacciona con ambos colorantes, se obtuvieron lecturas mayores a los valores obtenidos en la 

curva estándar. La razón de por qué sucedió ésto con las células IEC-18 y no con las células HRMC 

no esta clara, pero probablemente se deba a la forma diferente con que se efectua el procesamiento de 

la toxina en ambas células y por lo tanto, el efecto citotóxico observado por detenninaciones de 

viabilidad indican que la toxina provoca necrosis en las células IEC-18, mientras que esto no ocurre en 

las células HRMC. 
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Por lo tanto, para evaluar el daño de la toxina A en las células IFC-18 y para comparar la eficacia, 

sensibilidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos con los tres colorantes en las células I IRMC, 

se procedió a utilizar el método de MTI' diseñado por Mosmann (1983), 

Dicho bioensayo (m'orlan:tico ha sido el mis usado pana determinar viabilidad celular en una amplia 

gama de experimentos en donde se evalua citotoxicidad de compuestos químicos sobre líneas celulares 

(Ashman,1986); especialmente debido a su facilidad de aplicación, sensibilidad, reproducibilidad y 

sobre todo su bajo costo y su baja toxicidad (Richards y cols,1985). 

La concentración de MTT utilizada en este trabajo para los ensayos de viabilidad, ésta por debajo de la 

reportada por Mosmann, y por la mayoría de trabajos que han utilizado la sal de MTI' para determinar 

viabilidad celular (Cedillo y cols,1992; Ferrad y cols,1990;Ponce-Macotela y cols,1994 y Yuri-J y 

cols,I994). 

Esta concentración (350 mg/m1), se utilizó para evitar falsos positivos, ya que como se mencionó antes, 

las bisbenzamidas reaccionaron con la toxina A de Cdigicile  remanente sobre la superfiecie de células 

IEC- I8 después de la incubación. 

Basándose en el trabajo que realizaran Cedilla y cols. utilizando metasulfato de fanacina (PMS), que es 

un acarreador de electrones, se utilizó este compuesto con el fin de acelerar la reducción del MTI', 

redáciendo el tiempo de incubación de 4 horas a 1 hora. 

El PMS actua entre las cuja-bis y el MTI' (Cedillo y cols,1992 ). La concentración usada de PMS en 

este trabajo lile de 2.5 ing/m1 (Cedillo y cols,1992). La incubación con MTI'/PMS en células tratadas 

con toxina A fue de 2 horas a 37° C, tiempo que es usado normalmente en estos ensayos, aun en 

ausencia del PMS (Ashnun y cols,1986 y Berg y ilansen,1989). 
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la incubación por 3 horas a 40  C del lormaán producido facilitó la lectura y solubiliza:ion de los 

cristales, de manera similar a lo reportado por Cedillo y cols (1992). 

Haciendo una comparación entre los resultados de porcentajes de redondeamiento con los valores 

correspondientes de viabilidad celular en células IIRMC utilizando los tres colorantes y en el caso de 

IEC-18-MIT, encontramos que el grado de redondeamiento célular provocado por la toxina A en las 

células IEC-18, va relacionado con el grado de muerte celular, ya que a la concentración más baja de 

toxina utilizada (0.125 ing/m1) se obtuvo un 20% de letalidad cuando se evaluó con la sal de MTT. 

Para el caso de las células HRMC, los valores de viabilidad determinados con los fiuorocromos y la sal 

de mrr, indican que no hay darlo considerable en esta células, aún usando la concentración mis alta 

de toxina A (1 mg/m1). 

Si se observan los datos de viabilidad obtenidos a las 4 horas y a las 24 horas con el colorante 1133258 

y se relacionan con los valores de redondeamiento celular, se puede observar que la toxina A daifa a las 

células HRMC, pero este darlo es mucho menor al observado en las células IEC- 18. 

En los resultados no se muestran los datos correspondientes de la determinación de la viabilidad celular 

a las 24 horas de tratamiento con la toxina A usando la sal de mir de las células IEC-I8 y HRMC; 

como se mencionó anteriormente, el procesamiento de la toxina A por las células IEC- 18 

probablemente afectó la determinación de viabilidad celular cuando se utilizaron las bisbenzamidas 

ocurriendo lo mismo con la sal de MTT. En el caso de las células EIRMC pudo haber ocurrido lo 

mismo que con las células IEC-18. 

Comparando la eficiencia de cada colorante para medir viabilidad, encontramos que el colorante 

H33258 resulto ser más adecuado, ya que al no penetrar a la membrana celular de células intactas el 

fondo inespecífico disminuye y las lecturas registradas sólo correspondieron a la fluorescencia emitida 
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por las células dañadas o muertas después de haberlas tratado con la toxina A de C.Ajjaylic, las cuales 

exponen so DNA directamente para el enlace del colorante a los pares de bases A-T del DNA. 

La valoración estadística de los tres colorantes utilizados, desmoraró además que los valores de 

viabilidad obtenidos con el Hoechst 33258 tienen un valor de error estándar menor al mostrado por los 

otros colorantes usados (1133258.=I.18, 1133342-2.55 y M'IT-1.51 valores promedio), indicando 

nuevamente que las evaluaciones de viabilidad con este colorante son adecuadas y significativas para 

medir el porcentaje de células tratadas y no tratadas con toxina. 

Considerando que el colorante 1133258 fue el mejor indicador de viabilidad celular, se utilizó para 

medir el sinergísmo de diferentes mediadores de respuesta inflamatoria con toxina A de Ciliffigle, 

Los resultados obtenidos por el tratamiento combinado de toxina A con diferentes mediadores de 

respuesta inflamatoria, mostró que TNF-u produce mayor un daño a las células IEC-18, implicando 

que la liberación de este compuesto por células cebadas activadas o dañadas, puede contribuir in.gim, al 

daño de células epiteliales. Esto se considera debido a que las células cebadas poseen una gran cantidad 

de TNF-alfa prefonnado que se libera bajo activación (fiefits,1094); Flegel y cols. (1991) han 

encontrado además que la toxina A de Cdifficile es un potente inductor de citocinas (11,-1,1'NF-u y 

1E-6) en monocitos, y muy probablemente el nivel de TNF-alfa se incrementa en las células cebadas 

tratadas con toxina A de Cdillicile. 

Los ensayos en los que se midió el efecto combinado de toxina con mediadores de respuesta 

inflamatoria, mostraron que. tanto la histamina (aunque en menor grado) como el TNF-tx mostraron 

diferencias estadísticamente significativas entre los valores de viabilidad en células tratadas con toxina 

A, y diferentes mediadores con respecto a células tratadas únicamente con mediadores (tablas 7 y 11 de 

resultados). Sin embargo, con el PAF no ocurrió lo mismo. 
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Los resultados obtenidos en la tabla O. no mostraron estadisticamem e diferencias significativas, apela r 

de observarse mayor número de células vivas cuando se combinó la toxina A con dos O tres 

mediadores que cuando no se realizó dicha combinación. 

Por lo tanto, no se puede descartar que exista un ligero sinérgismo entre toxina A de C (jillicile y 

mediadores de respuesta inflamatoria, ya que en todos los casos, la combinación de toxina A y 

mediadores produjó un mayor número de células muertas; esto sugiere que probablemente los 

mediadores de respuesta inflamatoria colaboran para acentuar el daño citotóxico de la toxina A a nivel 

intestinal como se ha mencionado en algunos trabajos (Flegel y cols, 1991), en donde, la toxina A de 

edifficile  es un promotor de la liberación de histamina en leucocitos (Asako y cols. 1992) y es el 

principal mediador inflamatorio en enterocolitis causada en animales experimentales (Pothoulakis y 

cols, (1993). Con esto se refuerzan los estudios realizados con nentrólilos, los cuales indican que la 

toxina A de CdOicile  es una euterotoxina prtrinflamatoria cuyos efectos tóxicos dependen de la 

activación y reclutamiento de células inmunes a nivel intestinal (Joshi y cols.1992), 

La utilización de estos tres colorantes fue de gran utilidad para evaluar el efecto citotóxico de la toxina 

A en las lineas celulares aquí probadas; siendo el colorante 1133258 el que mejor fiurcionó para medir 

viabilidad celular por sus características ya antes mencionadas. El uso de estos métodos nos puede 

permitir entender mejor el efecto de la toxina A a nivel intestinal en ausencia o presencia de mediadores 

de respuesta inflamatoria. 
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6. CONCLUSIONES 

I) El colorante 1133258 fue el mas efectivo de los tres colorantes utilizados en este trabajo para 

medir viabilidad celular de células IEC•18 y HRMC tratadas con la toxina A de CLosn•itlürnt 

diflicifr,  por la reproducibilidad, sensibilidad, bajo costo, rapidez y facilidad de sus ensayos. 

2) El efecto citotóxico de la toxina A de Clostridiuni <hl:licite es mayor en la línea celular IEC-18 

y no en la línea celular HRMC, lo cual sugiere una probable especificidad citotóxica de esta toxina 

a células epiteliales intestinales y no a células cebadas, 

3) La Histamina y el TNF-u son capaces de actuar en combinación con la toxina A de 

Onsfridium difficile  para dañar a las células IEC-18, 
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8..111.:NDICF 

Preparación de soluciones. 

lAr' 

I lepes 	 23.83g 

1.12() desionizada 	 1001111 

Ajustar 	con Na011 

Esterilizar en autoclave y guardar en refrigeración. 

"1,-Glutornina" 

L-Glutamina 	 2.9g 

1120 desionizada 	 100nd 

Esterilizar por filtración usando una membrana de 0.22p; guardar en refiigeración. 
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''Stihrcionr ,v concentruhrs (4,  //,;.;25.r. 11,i33.12" 

Pesar de ambas soluciones I mg (usar Imantes y tapabocas). Las soluciones se disuelven en agua 

desionizada esterilizar por filtración usando una membrana de 0.2211. Ambas soluciones se guardan en 

refrigeración, protegiéndolas de la luz. 

"solución concentrada de la sal deM'Ir" 

	

Sal de NYE( 	150nig 

	

PI1S 	 200m1 

Esterilizar por filtración usando una membrana de 0.2211. Guardar la solución concentrada en.  

religeración protegiéndola de la luz. (Usar guantes y tapabocas para pesar la sal de MTI') 

"Saludan concentrada de la solución de PMS" 

	

PMS 	 5.0ing 

	

PDS 	 I OmI 

Se siguen las mismas indicaciones que en el caso anterior. 

Ambas soluciones no deberán almacenarse por más de un mes. 



"A tedio RPÁll 16.10 al 10" 

RPMI 1640 1 X 	 100oil 

Suero fetal bovino inactivado (incubar 30 minutos a 56' C) 	20m1 

Bicarbonato de sodio al 4.5% 	21n1 

t lepes 2M 	 2m1 

a.a. esenciales 50X 	 Iul 

a.a. no esenciales 100X 	 2m1 

Insulina 10000 11.1. 	 0.2n1 

Antibiótico amibacteriano-antimicotico 2m1 

L-glutatnina 20mM 	 2m1 

Se mezclan todos los ingredientes (excepto la glutamina y el antibiótico) aforando con agua 

desionizada esteril a 200m1. Se esteriliza por filtración usando una membrana de 0.22p. Se incuba el 

medio de 24 a 48 horas, a 370  C. Transcurrido este tiempo y una vez TIC no se observa turbidez y que 

el medio conserva su color original, se agregan la glutantina y el antibiótico, dejando el medio a 'C.A. de 

24 a horas a 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo se realizan las mismás observaciones hechas 

anteriormente. Si la prueba de esterilidad fue positiva (el medio no deberá presentar turbidez), el 

medio se guarda en 'refrigeración. 
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..PUS 20X" 

NaCI 	 I tig 

KCI 	 400iug 

KI 12E04 	 .100ing 

Nal-11'0.1.11M 	2.8g 	u 	Na2111'01 	2.2g 

1120 	 I 001u1 

Esterilizar por autoclave y guardar ea refrigeración. 

"Pila Ináf' 

KCI 	 I 60ing 

NaCI 	 3.2g 

N al-ICOI 	 I ,10iug 

EDTA 	 28.8g 

1120 desioninda 

Esterilizar por autoclave y guarda' a 37° C .  
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