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CCM- Células cehadas de mucosa intestinal

CCTC- Células cehadas de tejido conectivo.
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1. INTRODUCCION

L1 OBJETIVOS:

General:

Establecer un método fluorométrico de viabilidad cclular para medir el efecto de la toxina A de
Clostridinm_difficile y- de mediadores de respuesta intflamatoria sobre células epitcliales

intestinales y células cebadas.

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

cebadas tratadas jn vifro cou toxina A de Clostridium difficile.

ii) Establecer un método colorimétrico para cuantificar viabilidad de células epiteliales y células
cebadas tratadas i vitro con toxina A de Clostridimm difficile.
iii) Analizar mediante un iétodo fluorométrico la viabialidad de células cpiteliafes tratadas in

vitro con mezclas de toxina A de Clostridium difficile_y mediadores de respuesta inflamatoria,

iv) Evaluar el efecto sinergistico de la combinacion de toxina A de Clostridium difficile con tres
mediadores de respuesta inflamatoria: Histamina, Factor Activador de Plaquetas (PAF) y Factor

de Necrosis Tumoral alfa (TNF-u).
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1.2, JUSTIFICACION

Este trabajo yepresenta uny de Ias partes que componen un estudio en cl éllnl se pretende analizar
una enfermedad gastrointestingl Hamada “colitis pseudomembranosn” que es ocasionada por i
toxina A de Clostridiam difficife, la cual ha sido poco estudiada en México,

En la actualidad solo se cuenta con métodos cuulitativos para medir el cfecto de Ia toxina A de
Clostridium._difficile sabre diferentes blancos celufares. La estdndarizacion de un método
cuantitativo de viabilidad celular puede permitir evaliar mas correctamente ¢f efecto de dicha
toxina y de otros factores de respuesta inflamatoria, sobre la viabilidad de células epiteliales
imtestinales.

La utilizacion de métodons de cvaluaciin de viabilidad celular en general vsando colorames
fluorescentes como las bisbenzamidas ha permitido en muchos otros sistemas celutares para ta
evaluacion de cfectos por drogas o compuestos toxicos, nos puede permitic prescindir de fa
utilizacion de métodos radioactives, alcanzando con fos primeros excelentes niveles de
sensibilidad en Ia deteccion de células viables.

Es por lo anterior qu¢ en esté trabiajo se estandarizaron las condiciones para medir la viabilidad
celular de células epiteliates intestinales y célufas cebadas utilizando los colorantes H33258 v

H33342 y la sal de MTT, coma una altemativa a los métedos de evalnacion de viabilidad celular

por redoadeamiento celular y de incorparacion de timidina tritiada.



2. ANTECEDENTES
2.1. Generalidades.

Desde el inicio del uso de antibioticos por via oral se establecié que estos ticnen efectos colaterales,
siendo los desordenes gastrointestinales los mds frecuentes,

El uso de antibidticos tiene un efecto que no se limita a ln elininacion de los patdgenos sino que
ademas se extiende a la flora normal. Sc ha sugerido que el cuerpo posee inherente a su funcion
cerca de 1 x 10* células diferentes, de las cuales una décina parte pertenecen a la flora normal intestinal
que vive en equilibrio con el organismo, Esta proporcidn de células no deja dudas de la importancia
que tiene la microflora nornmal bacteriana en los eventos de salud y enfermedad.

La superficie luminal del tracto intestinal es el fuibitat de la mayor parte de la flora intestinal y es
ademds un ecosistema altamente susceptible at desequitibrio provocado por agentes antimicrobianos,
Los cambios en la flora intestinal debidos a una dieta 0 a una enfermedad que requiera el uso de
antibioticos pueden en consecucncin, afectar la flora nonnal intestinal y favorecer fa colonizacion de
bacterias patégenas. Las mds de las veces, estos efectos conducen a I presencia de diarrea, aunque
en algunos casos méds severos, aparecen hacia condiciones mas peligrosas; un ejemplo de ello es fa
colitis intestinal, que puede terminar en un fendmeno de necrosis, el cual se conoce como sindrome de
colitis pseudomembranosa. Esto, es una enfermedad en la cunl el patron de lesiones es tan

caracteristico que sirve de diagnostico para la propia enfermedad.
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Cuando se administra oralmente un antibiotico pucde inhibirse Ia proliferacion de los sivroorganismos
presentes en el tracto gastrointestinal, produciendo la pérdida de bacterias preexistentes y la virtual
esterilizacién del tracto digestive. En ausencia de la tlora normal, las condiciones microambientales
def sistema digestivo cambian, ocurriendn  crecimiento descontrolado de wicroorganisnios tales
como Clastridium difficile, 1o cual puede provocar alteraciones en la funcion digestiva. En particular,
Cdifficile es considerado como wn patdgeno oportuniga que afecta principalmente a los pacientes
hospitalizados a los cuales se les ha sumistrado un esquema de antibiéticos, Asi como otros agentes
responsables de infecciones nosocomiales, C.difficile puede persistir por periodos prolongados sin
actividad patogénica en fa superficie del tejido gestrointestingl, También puede ser esparcido por ¢l
personal médico o por utensilios que no tienen wn lavado adecuado o pobremente desinfectados (Kelly
y cols,1994). Cuando las condiciones del microambiente presentes en el intestino grueso son
estrictamente anaerohias, sc favorece la proliferacién de anaerobios obligados, los cuales son
principalmente bacterias gram negativas en forma de bastones largos y delgados cou extremos
aplanados y a los cuales se les denoming fusiformes. Por tanto, en ausencia de ln flora normal, las
condiciones del intestino cambian y se instalan este tipo de microorganismos que son resistentes a los
antibioticos aplicados y ademas son capaces de provocar alteraciones perjudiciales a la funcion
digestiva, Asi ocurre cou ¢l dafio epitelial causado por C. difficile en el tracto gastrointestinal, el cual es
considerable ¢ imveversible, Cuando_C. difficile es Ia causa de la enfermedad, niguna otra bacteria ha
sido observada invadiendo la mucosa intestinal (Bartlett, 1990), lo cual sugiere que las exotoxinas
producidas por este microorganismo sou los mediadores més probables de In enfermedad.

Fuc hiasta ¢l final de los alos 70's que C.difficile fue reconocido como un agente etiologico en mas del

90% delos casos de colitis pseudomembranosa (Bartlett, 1990).



Lus reportes de estudios anatomicos que indican daito por C.difficile comienzan con el reporte original
de Finney en 1893 acerca de las lesiones pseudumembranosas en el tracto gastrointestinal. Fuc hasta
1935 que s describe este microorganismo de mancra formal por Hall y O"Tuole. Estos autores
denominaron a esta bacteria "difficult clostridium” por la dificultad en su aislamicnto y por su leato
crecimiento en medio de cultivo.

La colitis pesudomenibranosa cansada por C.difficile fire ma condicion relativainente rara en la era
pre-antibidtica, pero Hepd a ser una complicacion comin con ¢ uso acentuado de antibidticos en I
década delos afios 50's. Tn el perfodo de 1960 a 1970, la colitis pseudomenbranosa se ubico conio uno
de los mayores problemds clinicos, particulanuente al ocurrir la introduecion de los antibidticos de
amplio espectro, tales como la lincomicina y la clindamicina. Tras slgunos estudios, Ia colitis
pseudomembranosa fue atribuida a isquemia nucosal o a una infeccion viral, hasta que Larson y cols.
reportaron en 1977, que en las heces de pacientes afectados con C.diflicile se presentaban cantidades
de toxina clevadas, capaces de producir cambios citopéticos en células de cultivo.

Hoy se reconoce que la mfeccion ocasionada por C.difficile cs responsable virtualmente de todos los
casos de colitis pseudomembrabosa y de un 20% de los casos de diarrea y u:ol'xtis asociada con
antibioticos (Boricllo y cols, 1990; Bartlett, 1990 y Kelly y cols, 1994).

En resumén, cl uso indiscriminado de antibioticos puede alterar el equilibio normal del tracto
gastrointestinal, favoreciendo el desamollo de bacterias patogenas u oportunistas capaces de producir
cuadros clinicos severos tales como la colitis pseudomembranosa, a cual presenta como
caracteristica importante una respuesta inflamatoria severa y es producida principalmente por



2.2, Taxonomia de C.difficile

El género Clostridium consta de bacilos gram positivos a gram variables con flagelos que son
generalmente moéviles y peritricos. Los clostridios no producen catalasa y sélo producen bajos
niveles de superoxido. Se piensa que una razon por la cual son nnaerobios ¢s que no ticnen
manera de librarse del Ha0, toxico y del CO; producido a partir de oxigeno molecular. Los
estudios taxonomicos moleculares del género clostridium, indican que las composiciones de bases
de DNA presentan poca heterogenidad, registrando valores de 23 a 50% de G-C, aunque I
mayoria de las especies muestran valores entre 25 y 30% de G-C (Brock, 1994). Este género esta
clasificado de la siguiente manera ;

FAMILIA: Bacillacea, género: Clostridium. Bacilos gram positivos, formds en uso de palillo de
tambor o en raqueta de tenis, que forman esporas en condiciones anacrobias, locabizadas
centralmente, subtermiinalmente o terminalmente de forma ovalada o redonda dentro de la
bacteria. Son termoresistentes; forman cdpsula y son de movilidad variable. También tiencn
cnpacidad variable de reducir cl nitrato (McFadin, 1995).

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

tanto son organismos termofilos que crecen s temperaturas mayores de 45 a 50°C.
2.3 .Crecimiento ¢ identificacion de C.difficile,

El aislamiento primario de C.difficile a partir de muestras fecales puede lograrse por técnicas de

seleccion de esporas mediante aleohol b calor. wtilizando medios de cultivo selectivos.
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puede aislarse a partic de muestras fecales, cultivindolas en agar que contiene cicloserina-
cefoxitina-fiuctuosa, ¢l cual es un medio selective para, Cdifficde. Las cepas de Cdifficile
ambign pueden crecer en caldo e infusian cerchra-coraznn. Como una caracteristica de
C.difficile. las colonias o son hemoliticas enando se incuban las muestras fecales por 48 hrs en
agar sahgre para anacrobivs. Ademds presentan un tamadio de 2 a 4 aun de diametro, con
crecimiento de colonias ovaladas y planas formando bordes rizoides. Las colonias sen prises,
transhicidas y observadas al microscapio de diseccion exhiben un punteado intemo cristalino ¢
iridiscente. En agar yema de huevo son negativas para lecitinasa y lipasa. Ademds se pueden
inocutar en dos medios selectivos: PEA (agar sangre alcohol feniletitico) v agar fructuosa yena de
huevo cefoxiting cicloserinn, a partir de materia fecal no tratada. Las colonias de C.difficile en
PEA sou similares a las observadas en agar sangre. Luego de 48 hovas de incubacion en agar
fructuosa  yema  de  huevo con cefoxitina ciclosering, las colonias de Cdifficile miden
aproximadamente de 5 a 8 i de didmetro y exhiben una fluorescencia verde amaritlenta al usar
lnz UV de longitud de onda larga, Cuando se utiliza microscopia opticn se puede observar que
fas colonias son amariflentas, circulsres o irregudares, planas, con borde rizoide y aspecto de
vidrio esmeilado. 1.a incubacion de C.difficile en medios curiquccidos y selectivos es de 2 2 7
dias 4 35-37°C. La movilidad de C.difficile se puede demostrar mediante la preparacion de un
momtaje himedo de una colonia reciente o un cultivo en caldo (Lenetie, 1994),

El analisis bioquimico de productos metabolicos de C.difficile exhibe tipicamente la presencia de
los dcidos acética, propidnica, isobutirico, butirico, isovalérica,valérico ¢ isocagraico. El sistemn

de I placa presumptiva permsite In rapida diferenciacion de los clostridios e general y es ung



forma practica para separar Colifficile de atros clostridios. £n este sistema, difficile hidroliza
esculing y gelatina,siendo su actividad negativa para indal y nitrato, Celifficsle es sacarolitico y es
una de las pocas bacterias que fermentan manitol. Recientemente s¢ ha utilizada una prucba de
norlacing (Lenette,1994).

Asi también s¢ han desarrollado nlgunas ensayos immunacnzimaticos parva detectar Cdifficile en

‘ste método tiene una sensihilidad

del 69 al 87% y uma especificidad del 99 a 100% (Bartlett, 1990 y Kelly y cols, 1993). La téenica
de PCR también ha sido utilizada para este proposito (Gumerlack y cols, 1993).

En general la presencia de la enteratoxina (toxina A), en un extracto  libre de  células se
carrelaciona con la enfermedad intestinal mediada par C.difficile.

La prucba de neutralizacidn de ks toximas A v B y el aishimiento ¢ identificacidn de}
microorganisuio, 1o prueban contundentemente que un paciente tenga enfermedad gastrointestinal
por Cdifficile, debido a que el niicraorganismo asi como las toxinas producidas por éste pueden
aislarse de las heces de individuas sanos, patticularmente de niffos o lactantes menores de un aia
o de pacientes internados sin evidencia clinica de esta afeccion, y que han sido colonizados
asintoniticamente por ¢l microorganisino. Por lo cual se requiere de conjuntar varios pardmetros
clinicos (como es analizar la presencia de toxing B en muestras fecales, fa capacidad de adhesion
de 1a bacterin a la eélula huésped, la produccion de enzinws hidroliticas, etc.) para garantizar la

exactitud en el diagnostico.

10
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2.4, Sintomatologia provocada por C.difficile

La sintomatologfa de la infeccion causada por C.difficile inchiye en orden de severidad: colitis asociada
a antibidticos sin formacion de pseudomembrana y colitis fulminante. Afortunadamente la mas severa
de Ins formas es la menos comin.

La infeccion por C.difficile presenta conninmente diarrea que va de ligera a la moderada y es algunas
veces acompafiada con calambres abdominales. La colitis severa sin formacion de pscudomembrana
puede presentarse acompaiiada con diarrea profusa, dolor abdominal, distension e hiperpirexia con
teniperaturas de hasta 41°C . También suele presentarse leucocitosis polimorfonuclesr periférica por
arriba de los 50,000/mm’ y con ¢ incremento comin de leucocitos en las heces. Asf también ¢} cuadro
puede mostrar sangre oculta en el colon pero la hematocesia franca es rara (Bastlett, 1990).

Algunas complicaciones de fa enfermedad cronica incluyen toxicidad en magacolon, desequilibrio
clectrolitico severo, perforacion colénica o hipoalbuminemia con edema de la submucosa. Los
pacicntes con colitis ocasionada por C.difficile presentan ocasionalmente un abdomen agudo y
fulminante, con peligro de muerte, Los pacientes presentan letargia, ficbre, taquicardia y dolor
abdominal El tono muscular colénico puede estar perdido como resultado de una dilatacién toxica o
megacolénica, condiciones que son también observadas en pacientes con colitis -ulcerativa
(Bartlett, 1990).

La colitis psecudomembranosa es la mis dramética de las manifestaciones que provoca C.difficile. Esta
tiene un cuadro similar a la colitis sin formacién de pseudomembrana, pero sin presencia de diarrea,
con dolores abdominales ligeros, exhibiendo sintomds sistémicos mis marcados cuando la

pscudomembrana estd presente. La sigmoidoscopia o la colonoscopia revelan placas amarillas

11



adhierentes caracteristicas. que varian en diametro desde 2 a 10 mm La mucosa aparece nomal, o en
algunas casos se presemta Gnicamente una eritomatosis blanda, £l recto y ¢f colon sipmoide estin

tipicamente imvolucrardos, aunque al parecer a colitis estd confinada al colan proxinial.

24,1 Mecanismas pertofistologicos

1a enfermedad entérica inducida por Cdifficile presenta 4 campionentes que son @ a) Alteracion en ol

mecanisma controlador de la poblacion bacteriana normal ent el lumen coldnico. b) Presencia de una
microorganismo para fa produceion de toxinas, principalnente de [a toxing A, d) Suseeptibilidad  del
individuo para contraer la infeccion por Coifficile.

Las esporas de C.difficile son resistetites al calor y persisten en el medio ambiente por meses y hasta
por aiios. Asi la infeccion resulta de la ingestion oral de estas esporas, las cuales sobreviven al ambiente
acido del estémago y se convierien finalmente a las formds vegetativas en el colon.  Durante un
esquema severo de tratamiento con antibidticos y una vez que el intestino se ha hecho susceptible « fa
infeccion par C.difficile, Ia colonizacion por esta bacteria ocwve por la via oral-fecal. Los antibidticos
que daitan la micraflora entérica implicados en I infeccion causada por C.difficile son los que han
tenido mayor impacto eu la flora colduica, como In clindamicina, fa ampicilita y las cefalosporinas. -
Cuando los niveles de antibidticos son bajos en el lumen coldnico, C.difficile  sobrevive por
esponlacion can regenieracion de las formis vegetativas (Hartlet, 1990).

La susceptibilidad de! intestino humano al efecto de la toxita A no se ha estudiado extensivamente,

pero algwios estndios prectiminares indican que el colon podria ser 1a zona méis vulnerable a [a toxina,
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wsore

Dentro tfe s eventos e siguen a la colitis causada por C.dificcile se tienen: Distorsion de la flora
notmat bacteriana det colon: colonizacivn con C.difficile y fiberacion de toxinas que causan daiio a la
nueosa ¢ inflamacion.

Las caracteristicas histoldgicas de Ia colitis pseudomembranosa inducida por la toxina A de C.difficile
estan divididas en tres tipos (Price y Davies, 1977):

-Tipo 1 Lesion nuy temprana, la cual se caracteriza por una necrosis de Ias placas epitelinles
acompaiada por un exudado de fibrina y de neutréfitos dentro del lumen colonico.

~Tipo 11~ Lesion con exudado més prominente nue las erupciones provenientes de una lcera epitelial
con ¢f area circunrestinte de la nucosa intacta.

~Tipo 1I.- Lesion caracterizada por una necrosis cpitelial difisa y una ulceracion reabierta por una
psudomembrana que contiene mucina, fibrina Jeucocitos y detritus celufares.

En resumen, dentro de fas alteraciones observables provocadas por esta infeccion vistos a traves de
una endoscopia, s¢ cncuentran la  fornacion de placas hiperémicas edetematosas en la nuicosa

colonica. A medida yjuc estas placas crecen, se condensan y forman placas pseudomembranosas

adherentes que  son micleos inflamatorios de células epiteliales necrosadas, fibrina y woco. La
limina propia también estd necrosada y posee un infilirado de células polimorfonucleares, Muy
frecuentemente, las criptas manifiestan morfologia normal, aunque en casos severos Lambién estan

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

Clostridinm difficile praduce dos toxinas principales denvminadas A y B, que representan los
principales factores de virufencia. Adewds es capaz de producir fimbrias, que e permiten
asociarse a fa mucosa del ntestino, Puede tambicu produciy una cipsula y secretar enzimis
hidroliticas v otras toxinas tales como wuna activa-especifica  ADP-ribosil  transferasa
(Hafiz, 1974;Borrielfo y cols,1988;Poppofy cols. 1988 y Bactiett, 1990).

13f principal factor de virulencia es la toxina A, la cual genera la gran gama de efectos descritos
anterioroiente (Fiorentini y Thelestnm, 1991);

El gen de fa toxina A codifica para una proteina de 2,710 a.a. lo cual corresponde a una misa
molecufar de 308 kDa (Dove y cols, 1990).

La toxina A de C.difficile en su forma nativa tiene unt peso molecular de 520-540 kDu (Kamiya y
cols,1989). Esta molécula ticne cinco actividades biologicas importantes: es letal, enterotoxica,
citotoxica y citatonica, e induce hemaglutinacion en eritrocitos de concjo.

La posibilidad de que estas actividades se encuentran eu componentes separados ba  sido
descrita, En este sentido unn subunidad de 230-310 kDa ba sido clonada y secuenciada,
mostrando un patrén complicado de seciencias repetidas en el tercer C-terminal de la molécula
(Fioreutini y Thelestam, 1991),

La cstabilidad de ta toxina A cs rapidamente alterada por congelamiento y descongelamicito.

Por otro fado, se ha descrito que fa toxina A es seusible a Ia digestion con quimiotripsina, asi

coto a la proteasa V-8 de S.aereus, a ln papaina y a fa proteinasa K (Lyerly y cols, 1986a).
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2.5.1. Efecto citotoxico de la toxina .

La mayoriz de las células de mamiferas son sensibles a la toxina A, Esta toxina provoca
detenimiento irreversibie de la division celular, L) prinier signo visible de la  citotoxicidad

consiste en Ja retraccion y redondeamiento de las células intaxicadas, referido como el efecto
citopatogénico (ECP). lo cual ha sido usado como paramétro para el daiio provacado por fa
toxina A. También ol micleo es afectadn, Neganda a polarizarse en 13 célula. Estos cambios
morfoldgicos parecen ser consecuencia de un rearreglo del citocsqueleto, involucrando
principalmente algunos componentes del sistenia de microfilamentos. No obstante, estos cambios
no han sido asociados directamente con un alto grado de letalidad celular, Otro de tos efectos que
provoca la toxina A es {a inhibicion de la sintesis macromolecuinr. También tiene un efecto en la
permeabilizacion de la membrana plasmitica, 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 vias metaholicas en este proceso de citotoxicidad, se han
analizado fos cambios cn los niveles citosdlicos de caleio. Sin embargo no se ha encontrado
ninguna relacion de cambios en los niveles de caleiv con el efecto de I toxina A de C.difficike en
las células intoxicadas (Fiorentini y ‘thelestam, 1991),

Debido a que algunas fineas celulares de mamifero responden a la toxina A cot diferentcs
sensibilidades, es dificil la medicion del cfecto citotdxico de I toxina A de manera cuantitativa.
Aunado a esto, no se han desarroliado métodos cuantitativos que permitan evaluar con exactidud
ol nimero de células viables después del tratatamicnto con toxina A de C.difficile a diferentes

tienpos.
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En onas lineas celulares el redondeamiento es acompaiiado por wna - marginalizacion de los
micleos, los cuales parceen ser empujados hacia who de los polos de la célula. Estos canbios
morfologicos son generalmente irreversibles y seguidos por una inhibicion de la division celular
(Shahrabadi y cols, 1984:Fioreutini y cols,1989a y Fiorentini y Thelestam. [991).  Asi, fa toxina A
se parece a la B, en que ambas ejercen wna actividad antiprofiferativa. Por otro lado, los linfocitas
en suspensian tratados can toxina A no sou afectadas morfologicamente por ¢l tratamietito con
esta toxina. Sin embargo, 1a toxina A puede interactuar cou diferentes células del sistema mune
y cansar inhibicion o estimulacion de sus funciones (Pothoulakis y cols,1988,Gilbert y
cols, 1989;Diaubemer y cols, 1988 y Miller y cols, 1990).

La toxina A produce efecto citotdxico (redondeamicnto) y efecto citotonico (clongacion) en las
células de ovariv de hamster chino (CHO), cuundo estas célslas son tratadas con concentraciones
de 0,9-3.6ptg/ml (Katoh y cols, 1986 y Torres y Linuroth, 1988).

El tratamiento de células epiteliales con la toxina A por 24 horas produce anormalidades y
trastornos en la permeabilidad de estas células, legando a provocar la perdida de algunas dreas
celulares esparcidas. Estas areas celulares son perdidas por desprendimicuto de Ia monocapa
antes de la nuterte cehtlar, De becho, después de 8 horas de tratamiento, las células intoxicadas
aparecen escasamente mas alargadas que las células control, pero sin evidencia de separacion de
céluta a célula, ni de una clara muerte celular, Las uniones estrechas en las nonocapas tratadas
con la toxina A no son trastomadas, como se observa por microscopia elecirdnica. Aunque In
integridad de la células se mantiene, la organizacion de Ia actina ¢s marcadamente alterada (Hecht
y cols, 1988). Por microscopia de transmision sc ha observado yue fa toxina A parece no causar

una alteracion grave en los organelos celulares (Fiorentini y Thelestam, 1991).
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Por otro lado, las caracteristicas peculiares de las células intoxicadas son la modificacidn de la
posicion y forma del niicleo y un desarrollo extensivo del aparato de Golgi (Fiorentini y
Thelestam, 1991).

La toxina A causa infiltracion de los fones K' en las células Hela incubadas con Ipg/ml de la
toxina. Sobre estas bases, el primer evento causado por la toxina podria ser un cambio en la
permeabilidad (Rothman y cols, 1984). Sin embargo a bajas concentracidnes de toxina (10 2 100
veces menos), ¢} ECP fue visto hasta despuds de 120 minutos, ciando todavia no son evidentes lo
cambios en los niveles de potasio, indicando que ¢l ECP antecede o Ja pérdida de los jones K.
Fiorentint y Thelestam (1990), han medido la liberacién de nucleétidos marcados con *H-uridina a
partir de células Y1y de células IEC-6 tratadas con toxina A, encontrando que el ECP en ambas
lineas celulares se desarrollo antes que la fiberacion significativa de marca radiactiva. Las células
IEC-6, las cvales son mds sensibles que las Y1, liberan cerca del 64% de la marca radiactiva
cuando se incubau por 7 lroras con 10pg/ml de toxina, presentandose Ia liberacidn completa del
contenido celular radioactivo a fas 24 horas.

Asi, aunque ¢l efecto de la toxina A sobre las menibranas plasmaticas es todavia coatroversial y
aparentemente la membrana celular no parece ser el blanco primacio de la toxina, se mantiene la
idea de que la toxina A de C.difficile debe ser intermalizada para ejercer la accion citopatogénica
{Henriques y cols, 1987).

Los experinientos relacionados con el proceso de internalizacion sugieren que las toxinas A y B
tienen gencralmente como blanco los elementos del citosol. Estas toxinas entran directanente al
citosol a través de la superficic externa de la célula, sin lo formacion aparente de vesiculas

intracelulares. De este modo, la introduccidn de la toxina A aparentemente ocume por
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endocitosis mediada por un receptor (Henrigues y cols, 1987). Estos autores (1987), han utilizado
un método bioquimico indirecto para aualizar el fendmeno de internalizacion de la toxina A en
fibroblastos de pulmén humano (MRC-5). Al probar el efecta citotoxico de la toxina en resencia
de antitoxina y tripsina, asi como monesina, aminas lisomotropicas e inhibidores de la energia
del metabolismo, se abservd que estos cotpuestos ishiben la accian de fa toxina, lo cual sugicre
que ¢l principal blanco para fa accion citopatogénica de la toxina A estd localizado
intracclularmente. La cvaluacion cuantitativa de este fenomeno no ha sido realizada.

Se sabe que algunas toxinas bacterianas afectan ¢l citoesqueleto; par ejemplo, 1a tubulina sirve
como susbtrato para las toxinas del colera y la producida por Bordetella pertusis (Kaslow y
cols,1981 y Lin y cols,1985), mientras que Ia toxina diftérica y la enterotoxina de Psendomonas
aeruginosa, distorsionan la organizacion de la vimentina del filamento intentiedio (Sharpe y
cols,1980). Asi también, un factor citotdxico de E.coli incrementa la polarizacion y organizacién
de Ia actina (Fiorentini y cols,1989). La ;oxiua A de Cdifficile no parece poseer una actividad
ADP-ribosilante, aunque se ha mostrado que perturba el cimesqﬁelc(o compuesto por actina en
monocapas de células intestinales (Hecht y cols, 1988).

Es precisamente la redistribucion de la F-actina lo que ocasiona una alteracion paralela en las
wiiones estrechas que afectan la permeabilidad. Se conoce yue el citoesqueleto de las células.
epitcliales es capaz de regular la permeabilidad de las uniones estrechas, aunque algunos autores
sugicren que este efecto es secundario a los efectos citocsqueléticos producidos por Ia toxina A
(Fioreutini y Thelestan,1991). Asi, los cambios estructurales de la actina, parecen estar

involucrados cn las etapas tempranas del proceso de intoxicacién. También se ha reportado que
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el aparato microtubular no parece estar involicrado en fa respucsta temprana al tratamiento con
toxina A (Florentini y cols,1989).

Los agentes despolimerizantes de los miicrotibulos como lo son la colchicina y el dimecolcin
(Wilson, 1975). no son capaces de proteger a las célufas contra el redondeamiento celular causado
por la toxina A (Fiorentini y cols, 1990 y Lima y cols,1988). Sin embargo, la migracion del nicleo
hacia un polo de la células es completamente inhibida por estas drogas sugiriendo que la
integridad del aparato niicrotubular es requerido para la polarizacion nuclear inducida por la
toxina A (Fiorentini y cols, 1990).

En resunien, ¢l blanco intracelular primario de la toxina A todavia es desconocido, pero el
citoesqueleto esta claramente involucrado en la respuesta de la toxina. Por lo tanto el mecanismo
podria ser atribuido a un debilitamiento de algunos clementos citoesqueleticos asaciados con el
sistema microfilamentario o microtubular.

La observacion de la inhibicidn de la sintesis del DNA inducida por la toxina A en las células
1EC-6, junto con ¢l daiio de la membrana, puede ser indicativo del mecanismo que causa muerte
célular después de los cambios citoesqueléticos, (que conducen ﬁnalmcmc al daiio ECP (Fiorentini
y Thelestam, 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 utilizacion de colorantes espéciﬁcos para el
DNA, pueden ser adecuados para establecer un método de cuantificacion confiable para evaluar el

daito celular en células tratadas con toxing A,
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2.5.2. Efecto de la toxina A de C.difficile a nivel isestinal,

Se ha sugerido que el principal etecto de la toxing A en el intestino es estimular b liberacion de
mediadores inflamatorios provenientes de algunas célutas blanco (Pothoulakis y cols. 1993)

La liberacion de prostanglandinas asi como de leucotrienos, ¢s una respuesta iz vivo a i toxima A.
periodo le latencia y parece no ser dependiente de fa via de sintesis de las prastanglandinas, log
leucotrienos y el dcido araquidénico (Pothoulakis y cols,1993).

A nivel del sistema inmune s¢ sabe que la infeccion cansada yor Cdifficile en  las células
epiteliales de la mucosa intestinal provoca una colitis. Esta colitis se caracteriza por una
infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (PMNs) provenientes de las capas mmcosas del
intestino (Pothoulakis y cols, 1993).

Potltoulakis y cols (1988), han mostrado que la toxina A de C.difficile es capaz de activar
directamente a los granulocitos humanos i vitro, causando una elevacion en los niveles de calcio
intracelular y estinulando ls quimiotaxis y la quimiocinesis,

Miller y cols (1990), han demostrado que a muy bajas dosis de toxina A purificada, se produee Ia
liberacion de interleucitta 1 (1L~1) 8 partir de macrofagos activados en el intestino.

De acuerdo a los resultados de Triadafilopoulos y cols (1987) y de Pothoulakis y cols (1988), se
ha sugerido que la toxing A provoca una infiltracion de los granulocitas en fa limina propia
intestinal, donde son activados provocando la liberacion de mediadores inflanatorios. Estos

mediadores en tunto podrian contribuir al daifo epitelial, a Ia secrecion de fluidos, a la liberacion



de moco y por tanto a un incremento en la permeabilidad de la membrana del epitelio en el
intestino.

Otros estudias con exataxinas bacterianas como I toxina por Bpertussis (Vistica y cols, 1930) y
la toxina que produce ¢l sindrome det choque toxico (Ikejima y cols, 1984), han demostrado que
estas ticnen un efecto estimulatorio en los macrofagos y monocitas, causando liberacion de 11-t a
pirtir de su activacion.

La toxina A de C.difficile podria ejercer un cfecto inductor de secrecion in vivo a bajas dosis en
granulocitos y macrofagos, cansando la liberacion de mediadores inflamatorios. Sin embargo, el
mecanisino molecutar mediaute el cual fa toxina A provoca Ia liberacién de mediadores a partir de
células activadas del sistema inmune es desconocido (Fiorentini y ‘Thelestam, 1991).

Por otro tado, et los sueros de pacientes cont colitis inducida por C.difficile, sc ha observado un
incremento significativo en los anticuerpas de clase  IgG (inmumnoglobulina G) ¢ [gM
(inmunoglobulina M) contra las toxinas A y B en fase convalescieitte; dicha respuesta se ha
correlacionado con 1a disminucion en la severidad de la enfermedad y posibles recaidas (Torres y
cols, 1995). Sin embargo alguitos autores han reportado que se carece de una correlacion entre
innmnidad y respuesta clinica (Leung y cols, 1991).  Por otra parte, s¢ ha encontrado IgA
secretorn (inmunoglobulina A) en aspirados cdlonicos de un 50% de poblaciou ndulta, este tipo de
anticuerpos bloquea la union de la toxina A a las membranas det dorde de cepillo en ileon de

congjo (Kelly y cols,1992).
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2.6. Biologia de las células cebalas

Debido a que Ia respuesta inflamatoria a nivel intestinal cs una de ls principales caracteristicas de la
colitis pscudomembranosa cansada por Cdifficile, el anilisis de la participacion de mediadores de
respuesta inflamatoria liberados por células del sstema innume afectados por la toxina A e C.difficile,
es un aspeeto relevante en el estudio del proceso fisiopatologico causado por esta bacteria,

Asi, algunas células del sistenia inmine con un akto contenido de mediadores pueden ser afectados por
ta toxing A de C.difficile . Dada su amplia distribucion en todo el organismo y su alto contenido de
mediadores de la inflamacion, las células cebadas son blanco de accion importante de Ia toxing A
producida por C.difficile. Es por ello, que en esta seccion se describen algunas de las caracteriticas s
importantes de las células cebadas.

Las células cebadas se derivan de precursores hematopoyéticos pluripotenciales presentes ent la médula
osea yijue en fos humanos expresan el antigeno CD34 (Kirshenbaum y cols,1991).

Durante el desarrollo y bajo la influencia de la IL-3, FECC (factor estimulador precursor de
diferenciacion y crecimiento ile células cebadas) y de la IgE (inmunoglobulina E), las precursores de Is
células cebadas Hlegan a comprometerse para formar ¢ linaje de las células cebadas (Ashman y
cols, 1991).

Normalmente las células cebadas no se encuentran enla circulacion. Los progenitores de las células
cebalas migran a los vasos periféricos comno células inmaduras y luego experimentan diferenciacion in

sifu através de Ja accion de sustancias presentes en el microambiente local (Abbas, 1993).



En sitios tales como ki cavidad peritoneal y ef intestino, fos niveles de céfulas - cebadas que existen
en aduftos se alenzan hasta después de los 2-3 nieses de edad (Watkins y cols, 1976:Woodbury y
cols, 1978).
Las céhdas celiadas maduras se encuentran por toda el cuerpo, principahnente localizadas cerca de
los vasos sanguineos, de los netvios o por debajo del epitelio, en las superficies de la pich, en el
sistema  respiratorio, en el tracto gastrontestinal v genitousinariv, adyacentes a los vasos sanguineos
o linfiticos. Dado que cstas céluds se encuentran en sitias como la piel o las superficies nucosas, es
amplia h opostunidad de tener contacto con pardsitos , bacterias u otros patdgenos o con satigenos
ambicntales, siendo asi como los camponentes de totdos éstos  pueden en m monenta dado
activarlas (Bissonnette y cols, [990; Bissonnette y Befhis, 1993,Galli, 1993; Befus,1994). Se han descrito
dos subpoblacianes de células cebadas en cf lumano: aquellos que se ecuentran en la cosa del
racto gastrointestinal (células cebadas de mucosa CCM), las cuales conticnen sulfato de condroiting
como ¢ principal companente de los protcoglicanos, pero con poca cantidad de histaming. Las otra
subpoblacién se encuentra asociada al tejido conectivo (pulinon y en las cavidades scrosas del cuerpa)
y se ha denominado células cebadas de tejido conectivo (CCYC). Estas ultimas contienen gran cautidad
de hepasina  como su principat proteoglicano y 15 a 20 veces mas cantidad de histamina que las
CCM. fin los humanos los factores que vepulan el crecimiento y desarrolio de las celulas
cebadas estin poco definidos. Al pivecer, los factores involucrados para et desamrolio de CCM son
producidos par células T, mientras que el desarrollo de las céhilas cebadas de tejido conectivo es
independiente de factores producidas por estos linfocitos y es mas dependiente de factores producidos

por fibroblastos (Abbas y cols, 1993),
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2.0.1. Modulacion de fa fimeion de fas Céfulos Cobados on el Tyt Gasirointesinl,

Las respuestas inmwnologicas ¢ inflamatorins en vl tracto gastrointestingl involueran wna campleju
red entre células nerviosas, células inmnumes y mediadores inflanatorios,

Varios tipos de célufas inmunes, tales como los linfacitos, nentiofifos, cosindfilos, macrafagos y
céiulas cebadas, estan presentes en el vacto gasteoitestinal y pueden fiberar wi gran cantidad de
mediadores, los cuales pueden participar en la proteccidn inmune o bajo condiciones de desregulacion,
provocar efectos fisiopatologicos (Bissonnetie y Befits, 1993). Dentro de los procesos fisiologicos y
patalagicas enlos cuales las céluhs cebadas activadas estdn implticadas tenemos a a intlunacion, b
fibrosis, las enfermeiades infecciosas v las neoplasias ( Lett-Brown y cols, 1988; Galli y cals, 1989 y
Holgate y cols, 1988),

A nivel gastrointestinal, I egtimulacion de las células cebadas puede conducir a 1 liberacion de
vaviits citocinas tales como las interlecinas (1L-1, 1.-3, IL-5 y IL-6), el interferon ganuua (IPN-y), el
tactor de necrosis tumoral (TNF-ut) y of factor estimmiador de colonias de macrofagos-granulocitos
(GM-CSF) (Burd y cols,1989), las cuales son moléculas que estin implicadss en los procesos
inflamatorios. Las células ccbadas también son firente de los metabolitos del dcido araguidénico
(Befus,1989), los cuales son importantes mediadores  juflamatorios en  la  dGleera gistiica
(Wallace, 1990), y el sindrome de inflamacion intestinal (ST1). Muchos estudios han  demostrado Ta
presencia de respuestas inunoldgicas ¢ inflamatorias en la SH, estando la biperplasia de I
células  cebadas  presente como una caracterfsticn prominente en of tejido intestinal inflamado

(Lauritsen y cals, 1989).



La capacidad de estas oélulas para liberar una variedad de potentes nediadores de Ta inflamacion,
las hace participe de muchos estimulos en procesos patologicos.

Lo enfermedad de celiaca, I colitis ulcerativa y In enfiedad de Croln cstin asociadas con fa
hipeplasia de Jas células  ccbadas y con su aetivacion (Balazs y cols,1989; Dvorak y cols, 1980 y
Strobel y cols., 1983). La hiperplasia observada podria ser causada por una profiferacion Ioeal y/o
diferenciacion,o por quimiotaxis de fos progenitores de  tas células cebadas, a los sitios do

inflamacion,  Un estndio a finales de fos ochentas ha mostrado que hs células cebadas exhiben
uimiotaxis hacia fa imina propia inflamada. Esta quimiotaxis puede incrementarse cuando las células
cebadas son estinmladas con moléculas antigénicas (Fox y cols,1987).

Interesantemente, los antigenos del epitelio intestinal pueden estinular la - secrecion de mediadores
a partir ife las células cebadas de pacientes con SIE (Bissonnette y cols, 1990). Muchas células que
pattipan en los procesos inflamatorios y algunas citocinas estin implicadas en el desarrolio de la
SIL. Por tanto, la interaccion entre células epiteliafes y  céhilas cebadas puede conducir a una
activacion regulada de estas iltimis. Algunos factores adicionales que activan a las células cebadas
han sido identificados en nmcrofagos, neutrdfilos, finfocitos T y eosindfilos, Sin embargo, solo Ia
-3 y el factor estimulador de colonias de  macréfagos-granulocitos  (GM-CSF)  estimulan a
liberacion de histamina (Bissonnctte y cols, 1990 y Bissonnette y Befiis, 1993),

Castro A. G. (1993) proporciond datos en 1993 que indican que los mediadores ~solubles  liberados
por células cebadas sctivadas estimuladas pueden afectar 2 la secrecion del fluido intestinal

aumentando los efectos neurnenddcrinos sobre I fincion celular epitefial.
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2.6.1.1. Implicaciones e las célulus  cebadas cn la - diarrea mflamatoria

Se ha demostrado que los mediadares fiberados por las células cebadas pueden tnbién estinmlar la
seerecion epitelial ya que pueden ser importantes moduladores en el thido intestingl y en la

homeostasis electrulitica.

Las céllas cebadas contribuyen a la patogénesis de la diarrea inflamatoria, par su amplio potencial
para interaccionar a niveles moleculares y celulares.  Por ejenuplo, los efectos pravocados pov la
activacion de las células cchadas pueden ser amplificados por interacciones sinergisticas de sus

medindores Tiberados con células epiteliales. La comunicacion establecida entre células cebadas,
células nerviosas y clementos mesenquinales influyen en el transporte de fones y en ¢l paso de
antigenos dentro de la limima propia. El resultado final de la activacidn de Ias células cebadas
puede ser en teoria tnltmiéll modificado por efecto de los mediadores a nivel de organes, tenicndo
acciones sobre la movilidad intestinal y el flujo sanguineo (Barret,1993),

La identificacidn de los mediadores especificos involucyados en las respuestas in_ vivo, podria servir de
base para producir antangonistas capaces de unirse a su receptor, inhibiendo asi la liheracion de
mediadores de respuesta inflamatoria que repercuten en aspectos fisiopatologicos, como puede

observarse cn el siguiente esquema (Barret,1993),
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Figura 1. Aspectos fisiopatoldgicos de la liberacion de mediadores de respuesta inflamatoria apurtir de

células cebadas. (Tomado del libro “luununophysiology of the Gut", capitulo: Control of colosic

Choride secretion. Academic Press, lnc,:81,1993).

2.6.2. Mediadores liberados por las células cebadas

Los mediadores de las células cebadas pueden dividirse en dos categorias : los que estin
almacenados ylos que se sintetizan de novo, posteriomente a la activacion, Los  mediadores que
estan almn'cénados se dividen a su vez en solubles, que son aquellos que se encuentran en la
circulacion después de su liberacion y los que son insolubles (Abbas y cals, 1993),

La histamina, la serotonina, la proteasa 1I de las célulus cebadas de rata, triptasa (de

humano), exoglicosidasas y factores quimiatacticos para los neutréfilos y eosindfilos son
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factores altaniente solubles. La hieparing, el sulfato de coudroitina, la proteasal (de rata), It
carboxipeptidasa, la peroxidasa y la superoxido dismutisa se cicuentran en forma insoluble,

1.os mediadores sintetizados de novo después de la activacion incluyen: al factor activador de
plaquetas (PAF), a los metabolitas del dcido araquiddnico y al oxido nitrico (NG;) (Bissonuette
y Befus, 1993).

Las células de roedores v de humanos son una fuente prominente de TNF-a (Bissonnette y
Befus, 1990,Gordon y Galli,1991).  Esta molécula  se encuentra preformada en  grandes
cantidades y ticue efectos importantes en inflamacion.

El mimero de las citocinas producidas por células cebadas es amplio y sus acciones y funciones
son complejas. Se cree que alguna de clias juegan un papel auy importante en la patogénesis de
la sindrome inflamatorio intestinal (Bissonuette y Befus, 1993).

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

Junto con otros mediadores, las citocinas producidas por células cebadas pueden causar
vasodilatacion (como la histamina y et oxido nitrico); incrementar la pernmeabilidad vascular,
provocar Ja nc\ivacién; sensorial de células nerviosas (bistamina); ixcrementar la secrecion de
fluide y moco y causar 1z contraccién del misculo liso (histamiga , prostanglanding D2
(PGDY2), péptido sulfito, leucotirenos, triptasa y quimasa). Algunas moléculas como TNI-q,
PAF y leucotrieno C4 (LTC4) pueden también causar vasoconstriccion; otras come leucotrieno
B4 (LTB4), PAF y algunos factores quimioticticos pueden rechutar y activar neutrofilos
y cosinofilos o junto con histamina inhibir la stesis de TNF-o a pattic de los

macrofagos (Vannier y cols, 1991),
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Los blancos de los mediadores secretados por las células cebadas  pueden incluir - casi
cualquier tipo  céhilar incluyendo  células del tejido  concctivo,  endoteliv, epitelio,células
del sistema inmune y células del sisteisa nervioso asi como delmusculo fiso.

Los mediadores de las células cebadas liberados en un proceso crénico durante la inflamacion,
pueden contribuir a sintomés diarreicos asociados con otros procesos regulatorios (Bissonnette y
cols,1990).

La serotonina ( 5-HT ), la histamina y las prostanglandinas pueden actuar sobre las células
epiteliales. Alteruativamente tanto la scrotonina como la histamina pueden estimular  via
nervios entéricos a las células cpitefiales como se puede apreciar en el siguiente csquema

(Castro,1993).
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Figura 2. Participacion de mediadores de respuesta mflamatoria a nivel intestinal. (Tomado del
libro “Umsmmophysiology af the Gut™, capitulo: Immunological Regulation of Epithelial Functian.
Academ Press, Inc.: 7,1993)

Lo anterior sugiere que ¢l daiio de células cebadas por electa de la toxina A dc‘ Cji(l‘!_c_iﬁ; puede
provocar una liberacion acentuada de mediadores inflamatorios, los que pudieran contribuir al
desarrollo de colitis pseudomembranosa, por lo que en este estudio se planted el andlisis de
viabilidad celnlar en eélulas cebadas tratadas con la toxina A de C.difficile .

A la fecha se desconoce el efecto de la toxina A sobre la activacion de las células cebadas, a?nuquc
Pothoulakis y cols. (1993), han sugerido que las células cebadas pueden activarse dircctamente

cols, 1993).



R

2.7. Mcétodos usados para evaluar vinbilidad celular,

Los ensayos de viabilidad celular wtilizando compuestos fluorescentes pueden pov su sensibilidad
reemplazar a las pruchas citotoxicas en animales. Estos métodos ademas son mas sensibles gue los
wétodos colorimétiicos usuales, tales como el método de exclusion por azul de tripanoo y son menos
peligrosos que los ensayos radioactivos tal como el ensayo de liberacion de ACr (Haugland, 1994).
Generalmente, los ensayos de exchision de colorantes vitales dependen del procesamiiento de un
metabolito (midiendo asi la actividad enzimdtica o potencial de la membrana celular), para identificar a
tna célula viable, empleando un tinte impecmeable a la membrana nuclear para identificar células
mntertas o en proceso de destruccion. La mayoria de las pruebas fluorescentes o fluorogénicas usadas
para cvaluar viabilidad celular, utilizan sustratos que son modificados por enzimds activas dentro de
células viables. Algunos otros son culorantes itroducidos a través de canales idnicos en los cuales I
fhoresceucia varia por el bombeo activo de un fon que ocurre ¥inicmente et las células vivas. Asi
también existen sustratos para la esterasa que pueden funcionar como colorantes metabolicos. Estos se
usan como sondas que alraviesan pasivamente la membrana celular y son transformadas
intracehdarmente por las esterasas, convirtiéudolas en productos fluorescentes polares, que son
retenidos por las células que tienen sus membrauas plasmaticas intactas, mientras que las céhnlas con
sus menibranas en proceso de destruccion dejan escapar rapidamente al colorante, am cnando s¢
encuentren residuos de esterasa activa en la célila (Haugland, 1994).

Algunos ensayos cuantitativos que evalian el escape de los productos fluorescentes se han usaqo para
determinar Ja citotoxicidad mediada por anticuerpos (Lizak y Grumet, 1980 y Talbot y cols, 1987),la

actividad citotoxica de células asesinas naturales (Kolber y cols, 1988;Suzuki y cols, 1991:McGiunies y

31



cols, 1986 y Wierda y cols,1989), y los efectos toxicos de drogas (1eeder y cols, 1989) y de detergentes
(Hagland. 1994).

Algunas células como las células cebadas y fas células cpiteliales, secretan activamente productos
palares (Neher y Almers, 1896 y Allen y cols,1990).  Algnos ejemplos  de estos colorantes son: ¢l
azul de calceina, ¢l azul de carboealceina, ¢f diacetato de fluoresceina, el dincetato de
carboxifluoresceina, etc (Hangland, 1994).

Otros ensayos de viabiidad se basan en la capacidad oxidativa de las células. Asi por cjeniploJa
dihidrorodamina 123 (DHR 123,D-632) puede ser oxidada a rodaming 123 por ncutréﬁlas viables
durante el estallido respiratoria (Kinsey y cols, 1987 y Rothe y cols,1988) y se ha demostrado tnmbién
que tifie las mitocondrias de fas célulus vivas en las plantas (Hauglaud, 1994),

Existen también indicadores del bombeo ionico. El principio bisico radica en que las células viables
tienen la capacidad de bombeo de iones a través de sus canales ibnicos, los cuales sirven parg el
mantenimicnto de fos niveles idnicos internros y para el potencial de membrana de las células. Ut vez
gue las células mueren, la actividad en el bombeo y fujo de fones a través de fos canales idnicos se
detiene, generando con esto que fas concentraciones de iones tanto en el interior co;_no en ¢l exterior de
la célula se equilibren, retomando ¢f potencial de membrana a cero. Asi fa pérdida de Ia actividad en el
bombeo de los iones, acompafiada de muerte celular sirve para evaluar Ia viabilidad celular. Esto
puede realizarse usando una gran variedad de colorantes como ln rodamina 123, que tifie
selectivamente mitocondrias de eélulas vivas y que se ha utilizado para evaluar Ia viabilidad de
linfocitos (Darzynkiewicz y Andreff,1981), fibroblastos humanos (Goldstein y Korczak, 1981) y células
fwsuanas transfornadas con ef virus de Simio (Kliot-Fields y cols, 1983); otros colorantes dependen del

pH presente, como el rojo neutro y ef naranja tle acridina que se concentran en organelos dcidos. Estos
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han sido también usados para evauar viabitidad celular (Essig-Marcello y Buskirk,1990 y Bank, 1988).
Por cjemplo, el naranja de acridina es wn colorante bisico que se concentra en lisosomis de células de
mamiferos, vacuolas de plantas (Doherty,1988) y en grinulos secretores que contienen insulina
(Haupland, 1994).

En alguntos tipos celulares los tioles tienen una importante funcion en la biologia celular, jugando
papel importante en la profiferacion, transporte, movimiento celular y en la sintesis de DNA. En
particular ¢l tripétido ghutation (g-L-glutamil-1-cisteinglicina) y un tiol no proteico presente en células
vivas de mamiferos, juegan un papel central en la proteccion de las células contra ¢l dafio provocado
por mdicales libres, oxidawtes y electrofilos. Todas estas propiedades se utilizan como medida
de determinaciont de viabilidad celular ya que un proceso diferencial en estas moléculas indica nuerte
pchllar (Haugland, 1994). Por ejemplo, los niveles de glitation son extremadamente heterogéncos en
tumores sélidos, por tanto el glutation y Ia glutation S-transferasa (TSG) pueden jugar un papel
importante en lu resistencia a las drogas. Sin enbargo existe evidencia de que los niveles de glutation
pueden correlacionarse con el progreso de la enfermedad en pacientes con SIDA (Eck y cols, 1989).
Dentro de tos métodos convencionales, los métodos colorimétricos son ampliamente usados para
evaluar la viabilidad celular. Dentro de los compuestos mis usados esta la sal de tetrazolio MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-bronwro de difeni! tetrazolio) la cual ha sido utilizada en ensayos de
viabilidad en muchos modelos celulares (Ashman, 1986; Denizot y Lang,1986; Hansen y cols, 1989;
Femari y cols,1990; Niks y Otto, 1990; Cedillo y cols.1992; Petty-RD y cols, 1995 Ponce-Macotel y
cols,1995; ete.). El principio bisico consiste en que iusicamente las células vivas son capaces de reducir
a dicha sal a través de enzimis mitocondriales succinato deshidrogenasas, hasta un compuesto azul

obscuro o pirpura insoluble lamado formazin.,
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Eu 1983, Mosmann atilizd esta sal para determivar proliferacion y  viabilidad en oélulis y desde
entonces, ¢l método ha suftido varias modilicaciones (Asunan, 1986;Denizot y Lang,1980,Gillies y
cols, 1986;Ncate y Boyle, 1986 y Niks y Otto,1990). En los prinicros ensayos, Mostmann encontrd que
Ia cantidad e formazin producido por fas células vivas es proporcional al niimero de céhilas
presentes,

Por otro lado e mismo Mosmann (1983) y Gedier y Thomidsset (1986). han demostrado que of
fornuzin generado depende del estado nietabalico de la céluda.

Ef método de MTT ha sido cowparado con o ensaya de iicorporacion de timiding tritiada ('H-TdR)
{Denizot y Lang, 1986;Dotsika y Sanderson, 1987 y Ferari y cols.1990). Los resultados an mostrado
que ln sal de MTT es mis sensible para evaluar I8’ capacidad citotoxica de los macyofagos activados
(Ferrari y cols,1990). La utilizacion del MTT es una altemativa a los métodos radiosctivos usados para
determinar visbilidad celular o evaluar los niveles de citotoxicidad celular Entre las principales ventajas
que ofrece el método de fa sal de MTT con respecto a otros métodos para medir viabilidad celufar
estin: (1) sensibilidad y reproducibifidad; (2) o requicre de compuestos radioactivas; (3) ¢l método g
ficil de Hevarse a cabo porque of formazin generado se cuantifica rapidamente; y ffl) es de muy bajo
costo siendo, mas efectivo y exacto que ofros ensayos coloriméiricos convencionales (Ferrari y
cols, 1990).

En la figura siguiente se muestra el principio bioquiniico en In cual se basa el método desarvoliada por

Mosmana con la sal de MTT,
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Figurs 3. Interaccion biogimica entre 1a sal de MTT y el PMS. (Esquema modificado, basado en el

método de Mosmann, 1983),

Se han descrito asi también colorantes que pucden scr utilizados para determinar mwerte cehular,

Estos colorantes tienen como caracteristica que son ahtamente impermeables a las membranas, por lo
que tifien Unicamente s las célulss muertas o aquellas células que tienen su membrana dafiada. La
mayoria de estos colorantes impenmeables que sirven para evaliar muerte celular s¢ unen
especificamente sl DNA. Dentro de los colorantes més utilizados se encuentran: el yoduro de propidio

(YP)y el bromuro de etidio (BE) (Haugland,1994).
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Tanto el YPy el BE han sido usados para detectar céluilas en proceso de destruccion o eéhulas muertas,
Estos colorantes han sido empleados para cvahuar cf daio inducido por electrofusion en ls células de
mamiferos (Kowalski y cols, 1990), para determinar viabilidad de aislados de los islotes de Langethans
(Gray y Morris, 1987 y London y cols,1989) y para I medicion de apoptosis en timocitos (Nicoletti y
cols, 1991). Han sido también usados para el andlisis de los cambios en 1a integridad de la membrana
signiendo a una aplicacion de AP extracelular (Arkhammar y cols,1990). El homodimero-1 de etidio
también ha sido usado para estos fines (Haugland, 1994). La monoazicla de etidio, ha sido utilizada para
el marcaje covalente del DNA en células nmeitas. Por cjemplo, ha sido de gran utilidad en la
mantipulacion de organismos patogénicos vivos (Riedy y cols. 1991).

La lisina dansil, también es un colorante impermeable a la membrana celular, que ba sido utilizado para
determinar el nimero de células de mamifero muertas (Fisher y cols,1986), incluyendo aquellas
uwiertas por choque ténmico (Rice y cols, 1987).

De este grupo de colorantes que s¢ unen al DNA, lss bisbenzamidas Hoechst 33258 y 33342 son
colorantes que generan una fluorescencia que puede ser relacionada proporcionalmente con la
viabilidad celular. £ H33258 no es permeable a la membrana celular, por lo tanto aun en presencia de
éste, si la céhula esta viva no se generard fluorescencia, E1 F33342 si es permeable a In membrans
celular y por lo tanto puede utilizarse en ensayos de permeabilidad celular. Ambos colorantes son
considerados poco toxicos, aunque se ha reportado que a bajas concentraciones, redicen la sintesis de
DNA, producen efectos nuitagénicos y alteran fa cinética del ciclo celular (Durand y dlivc,l982).
Estos colorantes son altamente hidrofilicos, por lo que son solubles en agua (hasta en un 2%). Pueden
ser excitados con lineas de luz UV de laser de argon y con otras fuentes convencionales usadas cn

fluorescencia. Al unirse al DNA de la célula, los colorantes H33258 y H33342 generan una
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Muwrescencia brillante la cual aumenta potencialmente cuando se une al par de bases contignas A-
(adenina-timina. Estos calorantes s¢ unen con suficiente Rierza con respecto a la secuencia de poli-
(AA-T)). aunque pueden desplazar a algunos otros intrecaladores del DNA - (Richards y cols, 19%5).
Laintensidad de fluorescencia v la alinidad de union de los colorantes al DNA parece ser altaniente
dependicnte de la secuencia y conformacion de las bases del DNA  (Muller y Gautier,1973), La
theoreseencia del H33342 es opacada cn sitios donde la 5-hromodeoxinriding (BrdU) es incorporada en
el DNA (Richards y cols, 1985).

La diferencia quimica entre los dos colorantes es el sustituyente que ticnen; asi el H33258 ticne un

hidroxilo y el H33342 tiene un grupo etoxilo, el cual le permiite penetrar a la membrana de las eélulas

“vivas micntras que el H33258 no puede penetrur (Amdt-Jovin y Jovin, 1977;Latt, 1977 y Lydon

yeols,1980). Al unirse al DNA, estos colorantes nu nnestran toxicidad para la célula (Amdt-Jovin y
Jovin, 1977), por lo que se consideran como colorantes vitales o toxicos y afines af DNA (Richards y
cols, 1985).  Se ha demostrado que las bishenzamidas (H33258 y H33342) son altamente especificas
pata ¢l DNA por varas razones; {.- los estudios citoquimicos de fas céhdas tratadas con  los
coloraites, indican que fas diferencias de fluorescencia entre el colorante libre y el unido al DNA en un
rango de pH 7-8, comespande tnicamente al colorante unido al DNA . Mas especificamiente, In
fluorescencia se limita solo a la cromatina y es mis intensa en los centronicros ricos en A-T. 2.- El
97% de la emision de la fluorescencia registrada a partir de las células vivas es originada de fos
micleos, por conteo de fatones (Amdt-Jovin y Jovin,1977). Aunque una parte de la fluorescencia
extranuclear se debe a la fluorescencia del DNA mitocondrinl, 1a baja cantidad de DNA mitocondrial{el
cual representa en general menos del 1% det DNA total celular), no afecta los resultados en Ia

medicion de viabitidad hechos usando estos colorantes (Lehninger,1993) .3.- P una seric de polimeros
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con composicion del 0 al 68% de A-T la fluorescencia se incrementa en relacida al contenido de A-T;
por fo que es inportante considerar el cantenido total de A-T cn las eclulas que sean evaluadas por
estos colorantes. 4.- Se ha demostrado que un rearreglo estructutal en la hélice es accesaria para que
exista alta afinidad de union de estos colorantes al DNA (Muller y Gautier,1975). Aunque las
interacciones secundarias con el par de hases de G-C y con la doble cadena del RNA pueden ocurrir
tales interacciones s¢ suprimen en el ambiente isotonico presente e las células vivas (Latt y
Wolilleb, 1975 y Latt y Stetten,1976). 5.- En los ensayos fluorométricos donde se utilizan las
bisbenzamidas afines al DNA en tejidos homogéneos, Ia fluorescencia registrada cs una funcion lineal
que depende de la concentracidn del DNA (Richards y cals, 1985),

El H33342 se la utilizado para una seric de ensayos en los que s¢ ha comparado con otros
fluorocromos  como ¢l H33258, diacctato  de  carboxifluoresceina, e MOUH  (4-
metillumbeliferiieptanoato), DAPI, rodamina y otros colorantes como la sal de MTT (Blaheta y
cols,1991), También existen estudios comparativos con radioisotopos como 1a timimidina tritiada,
Todos lo resoltados indican que ¢l método de cuantificacion de vinbilidad celular con s
bisbenzamidas, ofrece ventajas tales como: simplicidad, reproducibilidad parﬁ la estimacion de
proliferacion celular, ya sea por medicidn directa de los cambios en la fluorescencia celular o por
medicion en los carnbios eucontrados en ta iucorporacién normalizadade timidina tritiada en el DNA
(Blaheta y cols, 1991). Existen estudios de largo térmito para medir la migracion de linfocitos, que
indican que no hay interferencia con las funciones fisiologicas (Brenan y Parish, 1984); adémés de que
se puede utitizar en wn sistema de seleccion celular (cell sorter) para diferenciar subpoblaciones de
células marcadas (como linfoc{tos T y B), siendo importante en estos am’glisis que 1o se saturen los

sitios de union al PINA con este colorante, por fo que la coneentracién de colorante sugerida es menor

38



a (lmg/ml) (Blaheta y cols, 1991). Potencialmente, el H33342 puede usarse para analizar la maduracion
flinfocitica y los mecanismos de migracién de las subpoblaciones cchilares (Brenan y Parish, 1984,
Richards y col,1985; Loelller y Ratner,1989; Blaheta y cols, 1991 y Balitz-RC y cols, 1995). Para la
evaluacion del niimero y profiferacion cefular resulta ser un método simple, como ha sido mostrado por
estudios en la evaluacion de la influencia de diferentes drogas innunosupresivas sobre la activacion
celular,

Aunque el H33342 es considerado poco téxico, con efectos significativos sobre In viabilidad celular, a
concentraciones mayores de 20mM y por exposicion mayor de 30 minutos, este colorante es capaz de
inhibir 1a sintesis del DNA y producir cambios en el ciclo celular (Richards y cols,1985).  Ambos
fluorocromos H33258 y H33342, proporcionan una alternativa a los ensayos donde se ntilizan
radioisbtopos como la (*H) timidina La aplicacién de estos colormntes a estudios en donde se evaliian
los efectos de varios factores biologicos, meluyendo egtimuladores, inhibidores y factores citotdxicos
sobre I regulacion del crecimiento celular, han mostrado ser muy eficientes (Richards y colé,l%.i).

La aplicacion de estos colorantes a estudios en donde se evaluan los efectos de varios factores
biologicos, inchiyendo estimuladores, inhibidores y factores citotoxicos sobre la regulacion del

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

3.1, Lincas Celulares:

Para la evalnacion de la citotoxicidad de la toxina A de C.difficile se utifizaron dos lineas
celulares: fa linca celular IEC-18 de epitelio intestinal (Thomas y cols,1992) y la linca celular
HRMC, la cual es un hibrido de células cebadas con morfologia de mucosa intestinal (Zheng v
cols, 1991), sicndo ambas lineas obtenidas de rata.

CELULAS IEC-18.

Las cétulas IEC-18 son una limea celular de epitclio de intestino delgado no transformadas, las
cuales son permeables a moléculas hidrofilicas de varios tamailos.

Las células IEC-18 fueron inicialmente derivadas de Ias criptas de ileon de rata (Thomis y
cols,1992). Mediante la observacién microscdpica se ha confirmado la presencia de uniones
estrechas, de desmosomas y de desarrollo de las microvellosidades en la superficie apical entre las
células 1EC-18. El glicocilix estd ausente en su superficie y los espacios intercelulares ticnden a
ser pequefios. Quaroni y Isselbacher (1981) fieron los primeros investigadores (iue aistaron 'y
caracterizaron a las céhilas 1EC-18. Las células 1EC-18 conservan las propiedades de las células
normales antes de ser transformadas. Esta linea celular presenta la mayoria de los marcadores
inmunologicos que diferencian a las células de las microvellosidides intestinales, aunque expresan
algunos antigenos epitefiales no especificos. La forma de las células IEC-18 es redonda cuando
son inicialmente plaqueadas o sembradas, llegando a ser poligonales cuando alcanzan la

confluencia (Thomis y cols,1992).
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CELULAS HRMC.

Las células HRMC tienen caracteriticas de mmtcosa intestinal aunque también poseen
caracteristicas de células cebadas de peritoneo de rata y de células lencémicas basofilicas de rata.
Estas células presentan un conteniclo alto de histamina y de receptores Fee R1y Foy R2, La linea
celular HRMC muestra sutifes diferencias entre los receptores de alta y baja afinidad Fe Rty Fe

R2 (Zheng y cols,1991).

3.2, Cultivo de lineas celulares:

El cultivo de fas células IEC-18 y de las células HRMC se cfectud en botetlas de 50 mi (25cnt®
Coming Inc-USA); expandiendo los cultivos por crecimicnto continuo ¢n monocapas a
confluencia.

En el caso de a linca IEC-18, se lcs retird ¢l medio de cultivo y se les dié un lavado con selucion
de PBS Ix (Dulbecco solucion salina de fosfatos  10x SIGMA ChemicalCo.-St.LouisMO-USA
cell culturc), incubando las células por 2 minutos a temperatura ambicnte,

Para desprender las células de fa botella de cultivo,se utilizé una solucidn de tripsina-verseno al
0.05% (IN VITRO-D.F México), las células se incubaron por 20 segundos a tenmeratura
ambiente. Posteriormente se retird la solucidn de tripsina-verseno, resuspendiendo las células en
5-7 i de medio RPMI 1640 (Gibca BRL-USA) complementado con 10% de sucro fetal bovino
(SFB) (HyClouelll Lab.Inc.-Logan Utah). Para medir la viabilidad celular, una alicuota de 20p!

de estas células, fueron resuspendidas en un tubo conico de 15 ml (Costar-Cnmbridge) agregando
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20u1 del calorante azul de tripano (Gibeo BRL-L.T.-USA) y las células fueron contadas en una
cimara de NEUBAUER 0.1 mmn (Reichert-N.Y USA).

Una vez yue se cuantificd e niimero de células viables, se plaquearon 50 x 10° células/pozo
por duplicado en  una microplaca de cultivo celular de 96 pozos (Nunclon Nune-Dinamarca),
incubandalas a 37°C toda la voche cn una atmosfera de CO: al 5%.

Para ¢l caso de la linea celular HRMC, considerando la presencia de  células viables no
adherentes, se siguio el siguiente procedimicnto; fas células flotantes se calectaron en un tubo
conico, mientras que fas células adheridas a Ia botella de cultivo de 50 m se desprendieron con 5
mi de una solucion de Puck 1x (EDTA ImM-Sigma cell culture, KCY 1mM-Merck, NaCl mM-
Merck, NaHCO, ImM-Merck y H;0), incubando por 5 minutos a tempetatura ambiente .

Una vez desprendidas, las células se mezelaron 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 SFB. Para el conteo ¢ incubacién de las células plaqueadas se signid
el misimo procedimiento que para las células IEC- 18, En este caso se plaquearon por duplicado 25
x 10° células/pozo,

Los medios de cultivo, PBS, tripsina y PUCK de fas hotellas de cultivo , se retiraron con una

pipeta pasteur estérit conectada a a una bomba de vacio (Enciso y cols, 1996).

3.3, Congclamicento y descongelamiento de lineas celulares:

Para efectuar el congelamiento de las células IEC-18 y HRMC se utilizo  dimetil sulfoxido

(DMSQ) at 10% en SFB realizindose de 1a signiente mancra;
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Para ¢l congelamiento, una vez que obtuva el boton celular (siguienda el mismo procedimiento de
cultivo de lineas celularcs), las células se resuspendicron en DMSO al 10% en SEB para
congelarlas inmediatamente en hielo seco y trasladarlas a un congelador a -70°C dejindolas toda
la noche y colocindolas en nitrogeno liquido al din siguiente,

Para el descongelamiento, los crioviales conteniendo las células en DMSO al 10% y SIB se
incubaron en un bafio a 37°C y se mezclaron inmediatamente en un tubo conico de 15 ml en 6 mt
de medio RPMI al 10% de SFB. Las células se centrifugaron a 296 x g’ por 2 minutos.
Postcriormente se absorbid casi todo ¢l medio dejando solo una pequeiia cantidad para
resuspender el botén celular. Una vez realizado estu, se agregaran 6 mi de medio RPMi st 10%
de SFD y se trasladaron a una botella de eultivo de 50 mil. Debido a que el DMSO es muy téxico
para las células, sc tratd en todo momento de mantenerlas congeladas una vez que las células se

resuspendicron en esta solucion (Enciso y cols, 1996).

3.4, EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES IEC-18 Y

HRMC TRATADAS CON TOXINA A DE C.difficile.

El tratamicnto de las lineas celulares 1EC-18 y HRMC se realizo con diferentes concentraciones
de toxina A de C.difficile, donada amablemente por ¢l Dr. Javier Torres LAUIMEIP 1.P. CM.N,
siglo XXI IMSS). Para el andlisis del redondeamicnto (evaluacion porcentual de células

redoindeadas) se siguio el siguiente procedimiento:



A partir de un  solucion concentrada de 400pp/ml de toxina A se prepararon las siguicnies
diluciones en RPMI 1640 complementado con SFB al 10%: | pg/ml, 0.5 pg/mi, 0.25 pg/ml,
0.125 pg/ml y 0.062 pp/m

En cada pozo de cultivo se agregaron 100 pl de c/una de las difuciones anteriores y las células se
incubaron a 37°C por 4 horas.

Los andlisis del parcentaje (%) de redondeamiento celular se realizaron cada 30 minutos e un
miscrospio  optico invenido  (Leitz*Diaventi-Germany), efectnando el comteo de células
redondeadas en cada casa y obtemienda el valor total de las células por campo para obtener el
porcentaje de redondeamicnto, La viabilidad de Ins células intoxicadas s evalud cou andt de

tripano a las 4 horas de incubacion.

3.4.1. Evaluacion de la viabilidad celnlar en lineas celulares IEC-18 y HRMC  tratadas con

toxina A de Clostridium difficile usando Hoechst 33258 y 33342,

La evaluacion de viabilidad celular usando las bishenzamidas 33258 y 33342 se realizd de acuerdo
al protocolo descrito por Blaheta y cols (1991). Los ensayos s realizaron utilizando ¢l mismo
procedimiento de cultivo y plaqueo de células descrito anteriormente para ambas lineas celilares.
Las concentraciones finales de toxina utilizadas fuerun t pg/ml, 0.5 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0.125
pg/mly 0.062 pg/ml, realizanda las diluciones en RPMI 1640 sin suero. Las células se incubaron
con da toxina A a 37°C por 4 haras,

Trauscurrido este tiempo sc agregaron en la misnia placa los fluoracromos. E1 H33258 (Signia

Chemical Co.-USA) se adiciond a wna concentracion final de Ipg/ul, mientras que el H33342
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(Sigma Chemical Co.-USA) se agrego a una concentracion final de 5 pg/ml incubando a 37°C por
20 minutos. Las soluciones de trabajo se prepararun en agua desionizada estéril y las diluciones
finales de bizbenzamidas se diluyeron en RPMI 1640 sin suero. Ambas soluciones fueron
protegidas de la luz cubriendo con papel aluminio ¢! contenedor donde se almacenaron.

Las lecturas iniciales sc realizaron en wn  espectrofluorémetro  (FLUOROSKAN il
LLABSYSTEMS INC. Finlandia) utilizando un par de filtros de 355/460 nm (excitacion/emision).
Posteriormente, las células se centrifugaron a 800 x g’ por 4 minutos a temperatura ambiente
(T.A).

Después de este tiempo, se retird ¢t sobrenadante de cada pozo con una micropipeta, usando wia
punta por muestra y ¢l volumen inicial de 100 pl se restituyé con RPMI 1640 sin suero. Una
segunda lectura se realizé para obteuer la evatuacién de viabilidad celular. Para cuantificar la
viabilidad de las células tratadas con toxina A de_C.difficile, a las 24 horas estas células fueron
incubiadas durante 24 horas a 37°C y lecturas a ese ticmpo fueron también realizadas.

Para cada ensayo fue neeesaria establecer nna curva patron de valores conocidos de células
totales plaqueadas por duplicado. Para la linea celular [EC-18 se plaquearon en duplicado
10,20,30,40,50 y 60 x 10* células por pozo respectivamente. Por atra lado, para la linea celular
HRMC se utilizaron duplicados de 5,15,25 y 35 x 10° ¢élulas por pozo. De esta forma, se evalia
de mancra indirecta la cantidad de células vivas o muertas segln sca el caso del coloraute
utitizaddo, cousiderando que la curva patron sirve para interpolar los datos de densidad dptica
obtenidos.

Los controles correspondientes pam cada tratamiento fierou los éiguicntcs: célulus con toxina-

sin fluorocromo, células con fluorocromo-sin toxina, células sin fluorocromo y sin toxina,
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solucion de throrocromo mas toxing, solucion de RPMIL, solucion con toxing y solucion
hipertonica.

Para Ia realizacion de las lecturas en cada ensayo, el aparato se calibré con una hilera de pozos
conteniendo 60 x 10° células /pozo para TEC-18 y 35 x 10 céluhs/pozo para HRMC, las cuales

fieron colocadas en la segunda hitera #2 vertical de acuerdo al siguiente esquema:

Microptlaca de cultivo

1 2 k) 4 5 6 7 8 9 10 1112

B 1 ¢ 0

C a 1 v z

b n u a 0

E Y 1 ¢ ]

F 0 a 1

G (RP- [ 0

H Mi) 8

Las células utilizadas para calibrar se incubaron de la misma lorma que las células tratadas con
toxina, El valor que se le did a dicha calibracion fie de 1000 unidades de densidad dptica, lo cual

equivalio al valor de 60 x 10° células TEC-18 y 35 x 10° ¢élulas HRMC.
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Para los ensayos realizados con ¢l fluorocroma 1133258 (¢! cual no puede penetrar a la membrana
celular intacta), se agregaron por cada pozo 100 pl de solucion bipertonica (Tris 10mM-
Signia,CaCl 5:aM,MgCl 10mM y NaCl 40mM-Merck), incubandose en las mismas condiciones

jjue las células tratadas con la toxing A.

3.4.2. Evahuacion de la viahilidad celular en lineas celulares 1EC-18 y HRMC' tratadas con

toxina A de Clostridivm difficite usando MTT.

Para la evaluacion de 1a viabilidad de las cclulas [EC-18 y HRMC tratadas con toxing A de
C.difficife usando 1a sal de MTT (Sigma Chemical Co.-USA) (Mosmann,1983), se siguio el
mismo procedimicnto de cultivo y tratamicnto descrito anterioruicnte.

Transcurridas las 4 horas de fncubacion con la toxina A, a los cultivos sc les retird el sobrenadante
utilizando puntas estériles teniendo cuidado de no alterar la monocapa celular,

Inmediatamente se agregaron 50 ! de Ia sal de MTT a una concentracion final de 375 pg/ml y
po§teriomxcute se adicionaron 50 pt de una solucion de PMS (metasulfato de fenacina-Sigima
Chemical Co-USA), a una concentracidn final de 1.25 mg/ml. Ambas soluciones se prepararont
en agua desionizada estéril protegiéndose de la uz y almacen’andose @ 4°C por no mis de un
mes, Una vez preparadas fas soluciones concentradas fueron almacenadas a -20°C .

Las células tratadas con toxina A de C.dijficile se incubaron con estas soluciones por 2 horas a
37°C.

Una vez transeurrido este ticmipo, la microplaca conteniendo las células se centrifugo a 800 x g’

por 5 minutos a T.A. El sobrenadante de cada pozo se retird como se menciond
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anteriommente y o cada pozo se le agregd entonces 200 pb de isopropanol dcido (isopropanol
cotteniendo 0.04M final de FICHSigma Chemical Co. USA), resuspendiendo los cristales
precepitados (formazin), hiasts disolvertos campletamente. Las placas se incubaron a 4°C por 3
horas.

La lectura se realizd posterior al perfodo de incubacion en un lector de ELISA (LABSYSTEMS
iEMS INC.-Finlandia) a 570nm (Asp).

Para cada cusayo fue necesario cstablecer wna curva patron de valores conocidos de células
totales plaqueadas por duplicado. Para Ia Iinea 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 cchilar
HRMC se utilizaron duplicados de 5, 15, 25 y 35 x 10 células por pozo. De esta forma, sc
evalia de manera indirecta b cantidad de células vivas, considerando gue k1 curva patron sirve
para interpolar los datos de densidad dptica obtenidos,

Los valores experimentales fucron ajustados de acuerdo a los controles utilizados: toxina-sin
MTT-PMS,células con MTT-PMS-sin toxina,con toxing-MTT-PMS, células con toxina-sin MTT-
PMS, célulis con MTT-PMS-sin toxina.

Debido a que los flubrocromos como fa sal de M1 y la solucion de PMS son muy sensibles a fa
fuz direeta, se evitd en todo motento su exposicion a la Iz visible. Para evitar algon cfecto de
bacterias u hongos contaminanies sobre los vatores de viabitidad, las células se manwvieron todo

¢l tiempo en condiciones de esterilidad .
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3.4.3. Evaluacion de la viabilidad celular in vitro de células 1EC-18 tratadas con toxina A de

Clostridium difficile en combinacion con mediadores de respuesta inflamatoria.

Para realizar esta evaluacion, se sipuid el mismo procedimicnto de cultivo y de tratamiento
descrito anteriormente.

Las células tratadas con toxina A fireron expuestas por separndo o en combinacion con diferentes
concentraciones de Histamina, PAF y TNF-a

El tratamicnto cou los mediadores se realizo de dos formas, 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 mezclis de dos o hastn 3 de los mediadores antes mencionados
a diferentes concentraciones.

Para realizar la evaluacion del efecto combinada de la toxina A con un componente de respuesta
inflamatoria (R1), s agregaron 50p! de toxina a uns concentracion final de 0.062 pg/ml mds 50 pl
por separado de cada uno de los compuestos de Rl Histaming, PAF (Sigma Chemical Co.<-USA) o
TNF-a. (Gibco BRL L.T-USA), a concentraciones finales de 10,25,50,100,250,500 v 1000nM
para Histaminay PAF y de 1, 5, 10, 20 y 50 pg/ml para TNF-alfa.

Para los casos en donde se mezclaron 2 0 3 mediadores con la toxina A, sc ngregnron 50 pl de
toxita (dos componentes) 0 25 pl de toxina. En ef caso de 3 componentes, estos se mezclaron a
una concentracion final de toxina de 0.062 pg/wk wilizandose 25 pl de cada mcdiador por pozo a
concentracioues finales de 10nM para Histamina y PAF yde | pgimid para TNF-a,

Para andlizar el efecto de los mediadores en uusencia de toxina A de Celifficile. 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 solucion salina isotonica estéril
(NaCl al 0.85%-Merck-Naucalpan México) y se almacenaran a -20°C. Para el caso de TNV-q, el
concentrada se prepard en un butfer de azida de sadio al 0.05% y las diluciones se realizaron cu
solucion saling isotdnica y se almacenaron a -70°C. En cada caso se prepararon las alicuotas
necesarias con el fin de evitar el congelamiento y descongelamicnto repetido de las muestras.
Debido a que los resultados mas confiables se obtuvieron con el colorante 1133258, los ensayos de

viabilidad de células IEC-18 se hicleron en estas experinientos finicamente con este colarante.

3.5, Anilisis Estadistico de los resultados.

Sc utilizd el analisis de medidas de tendencia central o de posicién y de dispersion, para of analisis
de colorantes (bisbenzamidas y Ia sal de MTT). Para ¢f andlisis del efecto de mediadores mas
toxina se utilizd Ia prucba de mediana y rangos y la prueba de varianza no paramétrico pasa
prabar hipdtesis con tres o mds gmpos independienies (ANOVA: ‘Kruskal-Wallis), dado que la

distribucion de los datos foe diferente de la normal,

50



4. RESULTADOS:

4.1 Obtencién de los porcentajes de redoudeamiento de las célulag IEC-18 y HRMC

tratadas con Ia texina A de C.difficile.

Como un paso inicial para analizar el efecto de la toxina A de C.difficile en células epiteliales, se
evalud el redondeamiento celular de células JEC-18 y HRMC tratadas con diferentes
concentracioues de toxina (1, 0.5, 0,25, 0.125, 0.062, 0.031 pg/ml), con el fin de determinar en
que rango de concentraciones y en que tiempo ¢l efecto de la toxina A sobre Ias células IEC-18'y
HRMC fise evidente microscopicamente.

Analizando las células por observacion microscopica cada 30 minutos, se establecid el tiempo al
cual Ia concentracion suas alta de toxina utilizada producia un redondeamiento del 100% en los
diferentes tipos celulares, De las 6 concentraciénes analizadas sélo se escogieron 4 para valorar el
porcentaje de redondeamiento. El valor de las coucentracidnes se escogid en basc al efecto
observado microscapicamente y a los valores de viabilidad obtenidos en las células JEC-18, ya
que el tiempo en que ocurri6 el redondeamiento de las células HRMC, fue mis breve.

Los resultados de porcentanje de redondeamiento y de viabiliad celular para las células IEC-18 y
HRMC sc muestran en las tablas 1y 2.

Como se puede abservar en la tabla 1, hay ust claro cfecto de redondeamiento que depende de la
dosis de toxina A utilizada y del tiemyo de incubacion para ambas lineas celulares,

Aunque  la nids alta concentracion de toxina utilizada, Iss dos lneas celulares se redondean en un

100%, las célufas HRMC estin casi en un 100% redondeadas a Ia dosis mis 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
realizando una incubacion d¢ 4 horas,

En cuanto a los valores de viabilidad obtenidos a las 24 horas, los resultados indican que las
células TLC-18 mucstran una disminucion cansiderable en su viabilidad celular amn a
concentracion was baja de toxina utilizada,

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

l1 mas alta concentracion de toxina.
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TABLA 1. Efecto de diferentes concentraciones de toxina A de C.difficile

solire células IEC-18 y HRMC.

Toxina A (ug/ml) 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 porcentajes  de redondeamiento celular de 6

esperimentos obtenidos a las 4 horas
celular IEC-18 y HRMC existe

de incubacién con la toxina, Para

un efecto

la linea
de dosis-dependiente; ya que a.la

concentarcion mis alta de toxina utitizada produce 100% de redondeamiento y muestra que
a la mis baja concentracion, se redondearon solo en un 25%.
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TARLAS 2A Y 2B, Evaluacion de viabilidad eclular en célulay 1EC-18 y HRMC tratadas
con diferentes concentraciones de toxina A de  Cliffieile  a las 4 horas y 24 horas
utilizandn azul de tripano,

4 horas de tratamiento con toxina A,

o, .
Linea celular Toxina A (ug/mi) % de Cef:glff:é )vlvas (4
) IEC-18 1 9
ZA)
HRMC 100
IEC-18 05 90
HRMC 90
IEC-18 0,25 100
HRMC 100
24 horas de tratamiento con toxina A
0, 3 . i
Linea celular Toxina A (ug/ml) % de cél':n;:s»;was (24
IEC-18 1 10
21) HRMC -
IEC-18 05 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 cou la toxina, En la tabla 2A se  aprecia que el
efecto de fas diferentes concentraciones de toxina utilizads no afecto fa viabilidad  de
ambas lineas celulares. Por el contrario, en la tabla 2B se observa que la viabilidad de las
células TEC-18 diminuyd casi en un 90% y con un efecto e dosis-dependiente,

El tiewpo de incubacion cou las células HRMC no influyo en el porcentaje de viabilidad celutay,
dado que valores similares de viabilidad celular fucron observadas..

54



e

4.2. Evatuaciia de la viabilitad celular en células TEC-18 y HRMC teatadas con la toxina

A de C difficile utilizando Ins bishenzamidas 133258 y 1133342,

Una vez determinado ¢f rango de concentraciones de toxina A y ¢f tiempo de incubacién dptimo
para observar un efecto citotdxico, se procedio a encontrar las condiciones en las cnales se podian
obtener lecturas repraducibles para el ensayo {liorométrico con las bishenzamidas 133258 y
33342, Las concentraciones de bisbenzamidas utilizadas fucron las reportadas en la bibliografia
(H133258-1 pg/ml y H33342-5 pg/ml). El teatamiento de las células IEC-18 y HRMC con la
toxina A se realizo 4 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 Ia mas alta concentracion de toxina utilizada. También puede observarse que hay un
76% de células vivas a la nds alta concentracion de toxina utilizada deteetada con el colorante
1133258, mientras que un porciento de viabilidad del 95% se obscrva con el ensayo de viabilidad
usando el colorante H33342 en In linea celular HRMC.

Aunque existe diferencia en los valores de viabilidad determinada para los dos colorantes, la
desviacion estandar es menor cuando se usa el colorante H33258.

En la tabla 4, se observan diferencias considerables en los valores de viabilidad cuando se usan
diferentes bisbenzamidas, mientras que para el colorante F133258 hay una disminucion en el
nimero de células analizadas a las 24 horas, el colorante 133342 indica sin embargo, un aumento

en el mimero de células viables. mayor aun a el nimero inicial utilizado.



TABLA 3 Evaluacion de viabitidad celular en eéhlas HRMC tratadas con
diferentes concentraciones e toxina A de  C.difficile
a las 4 horas de teatamiento utilizando las bisbenzawmidas 1133258 y 1133342,

Colorante Toxina A (pg/mi) % ?;::::':Ss\g\;as’
+H33258 1 66.76 x 2 98
H33342 1 95+ 4.61
H33258 0,5 82,45+ 3.38
H33342 0,5 96.73 1+ 4.48
H33258 0,25 83.1+£3.17
H33342 0,25 94141293
H33258 0,125 80.7+£2.08
H33342 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 valates de viabilidad obtenidos con of colorante H33258 oscilan entre el 70 y 85 % de célutas
HRMC 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 utitizida.
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TABLA 4 Evaluacion de viabilidad en células HRMC tratadas con diferentes
concentraciones de toxina A de  C.difficile. o las 24 horas post-tratamiento,

Colorante Toxina A (jig/mi) % ‘(’:‘:g:;l:ss\g‘;as'
H33268 1 26.5 £4.95
H33342 1 100£ 4.6
H33258 0.5 49.1 £3 .42
H33342 0.5 100 £ 4.33
H33258 0,25 41.1£8.8
H33342 0,26 100 £ 3.32
H33258 0,125 48.71 1 4.85
H33342 0,125 100 £ 3.08

Enlatablad se obscrva la comparacion de los porcentajes de viabilidad celular de 3
experimentos obtenidos con los colorantes H33258 y 1133342,

Notese que bay diferencias considerables entre los valores obtenidos con el colorante
133258 (que oscilan entre el 30 y 50 % e viabilidad celular ) y el colorante H33342
(observandose en todos los casos un 100% de viabilidad celular).
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4,3, Evaluacion de Ia viabiliad cclular en células IEC-18'y HRMC  tratadas con toxina A de

C.difficile, utilizando lu sal de MTT,

Una vez realizada Ia evaluacion de viabilidad de las células 1EC-18 y HRMC utilizando los
colorantes H33258 y H33342, se procedié a realizar la evaluacion de viabilidad cellar utilizando
la sal de MTT como colorante, que evalita la candidad de células viables considerando una curva
patroa que sirve para interpolar los datos de densidad ptica.

Como se puede apreciar en la tabla 5, existe un efecto dosis- dependiente de las concenteaciones
de toxina utilizada, al igual que se mostrd en las tablas 3 y 4. En este caso los datos
correspoudientes a las dos lineas celulares indican que 1a toxina A tiene un mayor efecto toxico en
las células IEC-18, con respecto a las células HRMC, para todas las concentraciones de toxina
utilizada. Asi también, los valores de desviacion estandar usando el colorante H33258 fueron
menos altos que los obtenidos con 1a sal de MTT. Los valores de viabilidad obtenidos para ¢l caso
de las células HRMC son similares a los obtenidos con ¢l colorante H33342 (como se observa en

In tabla 3).
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TABLA §. Evaluacién de ta viabilidad celular por el ensayo de MTT en célulus
IEC-18 y TIRMC tratadas con diferentes coneentraciones de toxina A de Cdifficile

Tipo celular Toxina A (ug/iml) % ?ﬁy:ﬁli:lissv(i)\;as.
IEC-18 1 58.6114.2
HRMC 1 84.631 6.04
[EC-18 05 82721774
HRMC a5 89,821 453
IEC-18 0,25 84.07+ 439
HRMC 0,25 97121302
(EC-18 0,125 83.07£6.14
HRMC 0,125 100+ 3.03

En fa tabla 5 se observan los valores promedio de porcentajes de células vivas de 7
experimentos obtenidos a las 4 horas de tratamiento con Ja toxina,

Sc observa que para la tinea celular IEC-18 hay un ligero efecto dosis-dependiente con
respecto al porcentaje de célulasvivas para cada una de las concentraciones de toxing
utilizadas; estos valores de viabilidad oscilan entre el 60 y 85%.

Para el caso de la linea celular HRMC se observa pocoe efecto comparado con ef caso antevior,
osciando las valores de viabilidad entre un 85 % a un 100%. )
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44, Evaluacién de la viabilidad celular en células IEC-18 tratadas con toxing A de

Cdifficile y diferentes mediadores de respuesta inflamatoria,

De la primera detenminacion realizada en este trabajo se selecciond una concentracién de toxiaa A
que no dafiara a las células IEC-18 (a las 4 horas de tratamiento), con el objeto de evaluar un
efecto sinergistico entre la toxina A de C.difficile y tres mediadores de respuesta inflamatoria:
Histamina, PAF y TNF-q,

Para efectuar esta evaluacion se utilizo el 133258, v los resultados de 1a viabilidad celular
mostraron un crror estindar menor que los otros colorantes probados (H33258=1.18,
H33342=2.55 y MTT=1.51 valores promedio)..

Lus valores de viabilidad observados en la tabla 6, indican que existe un efecto sinergistico de
histamina cuando se combina con toxina A, para provocar dafto en la linea celular IEC-18,
concordando esta observacion con ¢l anilisis estadistico realizado obteniendose una p significativa
(prueba de Ia mediana p= 0,0209 y Kruskal-Wallis p= 0.050).

En cuanto a las diferencias de los valores de viabilidad obtenilos para cada una de las
concentracidnes de histamina utilizadas, ligeras diferencias fueron observadas, por lo que no hay
un efecto dosis-dependiente.

Los valores do viabilidad obscrvados en la tabla 7 indican al igual que en la tabla 6, que existe un -
efecto mayor de daito en células IEC-18 cuando hay una combinacion dela toxina A de Cdij’ﬁclle
con PAF en relacion al tratamicnto dnicamente con PAF, siu embargo con el andlisis estadistico

realizado se obtuvd una p no significativa.
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Nuevanteate, la concentracion no tuvo unt efecto estadisticamente significative en los resultados
de viabilidad celular obtenidos para cada una de lis coucentraciones de PAF utilizadas.

En a tabla 8, se observan los resultadas can TNF-u y toxina A de Cdifficile. Al igual que en los
tratamicntos antcriores, o existe un efectn dosis-dependiente e s concentraciones utilizadas de
TNF-c.. Se aprecian diferencias minimas entre el tratamiento de toxina mis TNF-u y solo TNF-
alfa; en este caso ¢l andlisis estadistico mostrd una p significativa ( prucba de la varianza p= 0.004
y Kruskal-Wallis p= 0.0004). Indicando que hiay un mayor dailo a las células 1EC-8 por la
combinacion de TNF-c. més toxina, ya que histamina y PAF solo generaron pequeiios cambios en
los porcentajes de viabilidad celular.

En Ia tabla 9, se abserva que hay un auniento en el mimero de células viables cuando las céhdas
IEC-18 son tratadas con la combinacion de toxina A y los tres mediadores en conjunto,

obteniendose en ¢l andlisis estadistico una p no significativa,
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TABLA 6. Evaluacion de viabitidad celular de células 1FC-18 tratadas
con toxina A de Cdifficile 'y con Histamina

Porcentaje de Porcentaje de

Concentraciones de cédlulas vivas. células vivas.
Histamina Con toxina Sin toxina

(media + SD) (media + SD)

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 +2.98 91.84£3.83

500nM 89,38+ 2.78 92,15 +0.93

1pM 76.63 + 4.44 88.35+3.21

En csta tabla se observan los valores promedio de porcentaje - de células vivas de 4 experimentos
obtenidos a las 4 horas de incubacion con toxina A ( 0.062pg/ml) y con diferentes concentraciones
de histamina (25,50,100,250,500 nM y 1uM).

Los porcentajes de viabilidad cclular oscilan entre un 80 a un 90% tanto, para las células
tratadas con la combinacién de toxina mas histamina, como aquellas célulns tratadas solo con
histamina. :

Valor tle la p=0.050 para la prueba de Kruskal-Wallis y p=0.0209 para la prueba de la medianaa
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TABLA 7. Evaluacion de viabilidad celular de células 1EC-18 tratadas
contoxina A de Cdifficile y com PAF

Porcentaje de Porcentaje de
Concentraciones de células vivas. células vivas.
PAF Con toxina Sin toxina.
(media £ SD) (media £ SD)
25nM 82.2816.63 88.73 £8.08
50nM 82.5+7.84 88 + 8.1
100nM 81.55+£6.83 87.011735
250nM 82.09+86.71 89.36 1 8.91
500nM 81.36 £6.56 86.33 16.06
1M 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 incubacion con toxina A (0.062 ug/nl) y con diferentes concentraciones
de PAF (25,100,250,500 1M y 1yM). ‘
Observese que los porcentajes de viabilidad oscilan entre un 75 a un 95% tanto para las células
tratadas con la combinacion de toxina méis PAF como solo las tratadas con PAF.

Valor de la p=0.057 para la prucha de Kruskal-Wallis y p=0.60 para la prueba de la mediana

63



TABLA 8. Evaluacion de viabilidad celular de células 1EC-18 tratadas

con toxina A de Cdifficile y con TNF-alfa

Porcentaje de | Porecentaje de

Concentraciones de | células vivas. células vivas,
TNF-alfa Con toxina. Sin toxina.

(media & SD) (media % SD)
S5pg/mi 60.98 + 4.19 73.4514.25
10pg/ml 65.57 £5.95 7474246
20pg/nil 61.14£4.15 73.41+£252
50pg/m! 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 incubacion con toxina A ( 0.062ug/m!) y con diferentcs concentraciones de TNF-alfa (5,10,20
y 50pg) sc muestran e la tabla anterior.

Los porcentajes de viabilidad oscilan entre un 60 a un 75% tanto para las células tratadas con
la combinacion de toxina mas TNF-alfa, como para células IEC-18 tratadas unnicamente con
TNF-alfa.

Valor de la p=0.0004 para la prueba de Kruskal-Wallis y p=0.004 para la prucba de la mediana,
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TABLA 9, Evaluacidn de viabilidad celular en células IEC-18 tratadas con
toxina A de  Cdifficile 'y con diferentes medindores de respuesta

inflamatoria,
Porcent aje de Porcentaje de
, células vivas. células vivas,
Tipo de mediador Con toxina. Sin toxina.
(media t SD) (media £ SD)
Histamina-PAF 1000 82,24 £6.47
Histamina-TNF-alfa 92.85+3.02 8§7.26 + 5.61
PAF-TNF-alfa 98.67 ¢ 1.32 N45+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 (0.062pg/ml) y con
diferentes mediadores de respuesta inflamatoria  (Histanina y PAF 10nM y TNF-alfa Ipg/ml).

El porciento de células vivas para todos los casos oscila entre 85 y 100%. A diferencia de
los experimentos anteriores, aqui se observa que hay mas células vivas cuando se trataron
con toxina A mis mediadores,

También se observa que cuando se realizo el tratamiento donde se combind PAF y otro mediador

mis toxina , hay mds células vivas que en los otros tratamientos.
Valor de p=0.1573 para la prueba de Kruskal-Wallis y p=0.067 para la prueba de la mediaua,
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5. DISCUSION

Los ensayos de vinbilidad celular son amplismente usados pars evaluar el efecto de drogas
quimioterapedticas (1augland,1992:1994) y otros agentes toxices, mcluyendo el efecto de algunas
toxinas bacterianas (Yui-J y cols,1994; Tan-ZL y cols, 1994 y Garza-Ocanas-L y cols, 1994, Petty y
cols, 1994 y Frankfurt, y cols1993).

El propésito de este trabajo fire establecer, comparar y probar la eficacia de tres colorantes vitales para

Asi también se investigd el dailo provocado por la toxina A de Clostridium difficile en presencia de
conpuestos de respuesta inflamatoria,

Las bisbenzamidas H33258, H33342 y el colorante MTT fiieron los compuestos que se utilizaron para
determinar la viabilidad celular.

Los colorantes 1133258 y H33342 se unen al DNA presente en ¢l niicleo de las células teniendo gran
afmidad por el par de bases Adenina-Timina. S¢ han utilizado en las mayoria de las veces para
determinar cualquier anormalidad en ¢l DNA (Loeffler y Ratner,1989), también se han utilizado para
medir la proliferacion de linfocitos (Ricards y cols,1985;Blaheta y cols, 1991) y nmy pocas veces para
determinar viabilidad celular (Blaheta y cols,1991),

Sin embargo, dada Ia sensibilidad y la simplicidad del método, eluso de las bisbenzamidas para evaluar
In viabilidad de células tratadas con compuestos toxicos resulta ser nmy fitil

La diferencia entre uno y otro colorante radica en que el Hoechst 33258 no puede penctrar a la

membrana celular por tener un hidroxilo como sustituyente, siendo necesario hacer un pretatamiento a
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la membrana celilar (Blaheta y cols,1991). En cambio, ¢l Hoechst 33342 al tener un sustituyente
etoxilo, penetra libreniente a la membrana celnlar (Blahetay cols, 1991).

Las concentraciones de estos colorantes usadas en este trabajo, fieron similares a las reportadas en'
otros trabajos que midicron la proliferacion y/o viabilidad celular (1133258 1 mg/mil y H33342 5
mg/ml) (Blalieta y cals, 1991).

La forma en que sc realizaron los ensayos con las bishenzaniidas sc basd principalmente en los
experimentos de Blatheta y cols. (1989). Las modificaciones hechas en este trabajo se realizaron en
base n I obteucidn de Jas condiciones optimas para cvualuar la vishifidad de las células tratadas con la
toxina A.

En los resultados no se muestran los datos correspondientes a la determinacion de la viabilidad celular
usando las bishenzamidas de las células IEC-18 porque la toxina A produce un efecto de necrosis
celular ain a bajas concentracidnes, por lo que los valores de densidad optica fueron siempre muy altos
y no cuantificables. La toxina A daifa mds a fas células IEC- 18 que a las células HRMC y por tanto a
retitar ¢l sobrenadante doude se encontraba Ia toxiun se desprendian una pran cantidad de estas células,
ayn cuando la microplaca fie centrifugada. Por otro lado, y dado que la toxina A permanece adberida
a la membrana celular de las céulas IEC-18 tratadas (Fiorentini y cols. 1991), y debido a que esta
toxina reacciona con ambos colorantes, s¢ obtuvieron lecturas mayores a los valores obtenidos ent la
curva estandar, La razon de bor qué sucedié ésto con Ins células IEC- 18 y no con las células HRMC
1o esta clara, pero probablentente se deba a la forma diferente con que se efectua el procesamiento de
la toxina cn ambas células y por lo tanto, el efecto citotdxico observado por determinaciones de
viabilidad indican que Ja toxina provoca necrosis en las células IEC-18, nientras que esto no oc\mé en

las células HRMC.
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Por lo tanto, para evahiar el daiio de la toxina A en las células IEC-18 y para comparar la eficacia,
sensibilidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos con los tres colorantes en las células HRMC,
se procedio a utilizar el método de MTT disediado por Mosimann (1983),

Dicho bioensayo colorimétrico ha sido el pids usado ham determinar viatilidad cehwlar en una amplia
gama de experimentos en donde se evalua citotoxicidad de compuestos quimicos sobre lineas celulares
(Aslnnmx,l‘)?(y); especialimente debido a su facilidad de aplicacion, sensibilidad, reproducibilidad y
sobre todo s bajo costo y su baja toxicidad (Richards y cols, 1985).

La concentracion de MTT utilizada en este trabajo para los ensayos de viabilidad, ésta por debajo de la
reportada por Mosmamy, y por la mayoria de trabajos que han wtilizado la sal de MTT para determinar
viabilidad celular (Cedillo y cols,1992; Ferrari y cols,1990;Ponce-Macotela y cols, 1994 y Yuri-J y
cals, 1994).

Esta concentracion (350 mg/ml), se utilizo para evitar falsos positivos, ya que como se menciono antes,
las bisbenzamidas reaccionaron con la toxina A de C.difficile remanente sobre la superfiecie de células
JEC- 18 después de la incubacién.

Basindose en el trabajo que realizaran Cedillo y cols. utilizando metasulfato de fan;lcina (PMS), que es
un acarreador de clectrones, se utilizo este compuesto con el fin de acelerar la reduccién del MTT,
reduciendo el tiempo de incubacién de 4 horas a | hora.

El PMS actua entre las enzimds y el MTY (Cedillo y cols, 1992 ). La concentracién usada de PMS en
este trabajo fue de 2.5 mg/mt (Cedillo y cols,1992). La incubacion con MTT/PMS en células tratadas
con toxina A fue de 2 horas a 37° C, tiempo que es usado normalmente en estos ensayos, aust eu

nusencia del PMS (Ashman y cols, 1986 y Berg y Hansen, 1989),
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La incubacion por 3 horas a 4° C del fonmazin producido facilito la lectura y solubilizacion de los
cristales, de manera similar a lo reportado por Cedilto y cols (1992).

Hacieudo una comparacion entre fos resultados de porcentajes de redondeamiento con los vatores
correspondientes de viabilidad celular en céulas HRMC ntilizando los tres colorantes y en el caso de
IEC-18-MTT, encontramos que el grado de redondeamiento célular pravocatto por la toxina A e las
céhilas IEC-18, va relacionado con el grado de muerte celular, ya que a la concentracion mas baja de
toxina utilizada (0. 125 mg/ml) se obtuvo un 20% de letalidad cuando se evalud con la sal de MTT.
Para cl caso de fas céhlas HRMC, los valores ile viabilidad determinados con los fluorocromos y la sal
de MT, indican que no hay dafio considerabic en esta células, ain usando Ia concentracion mis alta
de toxina A (1 mg/ml).

8i se observan los datos de viabitidad obtenidos a las 4 lioras y a las 24 horas con el colorante H33258
y se relacionan con los valores de redondeamiento celilar, se puede abservar que Ia toxina A daila a las
células HHIRMC, pero este daifo es mucho menor al observado en las célnlas IEC-18.

En los resultados no se nnestran los datos correspondientes de Ia determinacion de la viabilidad celular
2 fas 24 horas de tratamiento con la toxina A usando la sal de MTT de las células IEC-18 y HRMC;
como s¢ mencioné anteriormente, el procesamicato de Ia toxina A por las célulgs IEC-18
probablemente afecté Is determinacion de viabifidad celular cuando se wtilizaron las bisbenzanidas
ocurriendo fo mismo con Iz sal de MTT. En el caso de las células HRMC pudo haber ocunido lo
misno que con las células IEC-18.

Comparando la eficiencia de cada colorante para medir viabilidad, encontranios que el colorante
133258 resulto ser mis adecuado, ya que al no penetrar a ln wiembrana celular de células intactas el

fondo inespecifico disminuye y las lecturas registradas sdlo correspondieron a In fluorescencia eimitida
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exponen su DNA directamente para el enlace del cotorante a los pares de bases A-T del DNA.

La valoracion estadistica de los tres colorantes utifizados, desmostrd ademas que fos valores de
viabilidad obtenidos con el Hoechst 33258 tienen un valor de error estambar menor at mostado por los
otros colorantes usados (H33258=1.18, H33342-2.55 y MTT=151 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 trntadas con toxina.

Considerando que el colorante 133258 fuc el mejor indicador de viabilidad celular, se utilizo para
medir ¢l sinergismo de diferentes mediadores de respuesta inflamatoria cot toxina A de Cdifficile.

Los resultados obtenidos por el tratamiento combinado de toxina A con diferentes mediadores de
respuesta inflamatoria, mostrd que TNF-a produce mayor un dafio a ks células IEC-18, implicando
que la fiberacion de este compuesto por células cebartas activadas o daiiadas, puede contribuir in sity, al
dafio de céhas epiteliales. Esto se considera debido a que fas células ecbadas poscen wma gran cantidad
de TNF-alfa preformado que se libera bajo activacion (Befis, 1994); Flepel y cols. (1991) han
encontrado ademis que fa toxina A de Cdifficile ¢s wn potente iuductor de citocinas {(IL- LINF-« y
11-6) en monocitos, y nuty probableniente ¢l nivel de TNF-alfi sc incrementa en las céfulas cebadas
tratadas con taxma A de Cdifficile.

Los ensayos en los que se midio ¢l efecto combinado de toxina con mediadores de respuesta
inflamatoria, mostraron que. tanto la histamina (aunque en menor grado) como ¢! TNF-or mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los valares de viabilidad en célufas tratadas con toxina
A, y diferentes mediadores con tespecto a células tratadas tnicamente con mediadores: (tablas 7 y 8 de

resultados). Sin embargo, con ¢l PAF no ocurrio lo ntismo.
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L.os resultados obitenidas en la tabla 9. 0o mostraran extadisticamente diferencias significativas, apesar
de observarse mayor nimero de células vivas cuando se combing la toxing A can das o tres

mediadores que cuando no se realizo dicha cambinacion.

Por lo tanto, no se puede descartar que exista un ligero sinérgismo eatre toxina A de Cdifficile
mediadores de respuesta inflamatoria, ya que en todos los casos, la cambinacion de toxina A y
mediadores produjé un mayor ndmera de células muentas; esta sugiere que probablemente los
mediadores de respuesta inflamatoria colaboran para acentvar el daiio citotoxico de la taxina A a nivel
intestinal como se ha meneionado en algnnos trabajos (Flegel y cols, 1991), en donde, Ia toxina A de
Cdifficile es un promotor de la hberacion de histamina en lencocitos (Asako y cols.1992) y es o
principal mediador inflamatorio en enterocolitis causada en inimales expernimentales (Pothoulakis y
cols, (1993). Con esto se refiierzan los estudios realizados con neutréfilos, los cuales indican que la
toxina A de Cdifficile es una enterotoxina pro-itflamatoria cuyos efectos toxicos dependen de ln
activacion y reclutamiento de células innunes a nivel intestinal (Joshi y cols. 1992),

La utilizacion de estos tres colorantes fue de gran utilidad para evaluar ¢l efecto citotdxico de la toxina
A en las lincas celulares aqui probadas; siendo el colorante H33258 et que mejor funciond para medir
viabilidad celular por sus caracteristicas ya antes mencionadas.  El uso de estas métodos nos puede
penmitir entender mejor el efecto de la toxina A a nivelintestinal en ausencia o presencia de medindores

de respuesta inflamatoria.
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6. CONCLUSIONES

1) El colorante H33258 fue el whs efectivo de los tres colorantes wtilizados en este trabajo para
medir viabilidad celular de células IEC-18 y HRMC tratadas con Ia toxing A de Closnidium

difficile, por la reproducibilidad, sensibilidad, bajo costo, rapidez y facilidad de sus ensayos.

2) El efecto citotbxico de Ia toxina A de Clostridium difficife ¢s mayor en fa linea celulor IEC-{8
y 1o ¢n 1 linea celular HRMC, Jo cual sugiere una probable especificidad citotoxica de esta toxina

a células epiteliales intestinales y no a células cebadas,

3) La Histamina y ¢l TNF-u son capaces de actuar en conbinacion con la toxina A de

Clostridium difficile para dafiar a las células IEC-18,
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8 APENDICE

Preparacion de soluciones.
“Hepes IM

Hepes 23.83p
() desionizada 100m}
Ajustar pH=7.4 con NaOH

Edterilizar en mtoclave y guardar en refrigeracion.

“L-Glutaming”

1 ~Glutamina 2.9

11,0 desionizada 100mi

Estenilizar por filtracién usando una membrana de 0.22p; guardar en refiigeracion.
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“Soluciones concentrachas e HI3238 v HA3342"

Pesar de ambas soliciones 1 mg (usar puantes y tapabocas). Las soluciones se disuelven en agua
desianizada; esterilizar por filtracian usando v mebrana de 0.22j. Ambas soluciones se guardan en

relrigeracion, protegiéndolas de la luz.

“solucion concentraka de la sal e MTT

Salde MTY 150mg

PBS 200ml

Esterilizar por filtracion usando una membrang de 0.22p. Guardar la solucion concentrada en

refigeracion protegiéndola de 1t luz. (Usar guantes y tapabocas para pesar la sal de MTT)

“Solucion concentrada de la solucian de PMS™

PMS 5.0mg
PBS 10ml
Se siguen las mismds indicaciones que en el caso anterior,

Anihas soluciones no deberan alinacenarse por s de wn mes.
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“Medio RPMI 1640 al 10"

RPMI 1640 IX 100l

Sueyo fetal bavino inactivado (incubar 30 minwtos a 56° C)  20ml

Bicarbonata de sodio al 4.5% 2
Hepes 2M 2ml
a.n. esenciales SON hn
a.a. no esenciales 100X 2ml
Insulina 10,000 U.1, 0.2ml

Aatibiotico antibacteriano-antimicotico 2ml

L-ghttaming 20mM : 2ml

Se mezclan todos los ingredientes (excepto la glutamina y el antibiotico) - aforando con agua
desionizada esteril a 200ml. Se esteriliza por filtracion usando una membrana de 0.22p. Se incuba cl
medio de 24 a 48 horas. 4 37° C. Transcurrido este tiempo y una vez que no se oliserva turbidez y que
el medio conserva su color original, se agregan la glutamina y ¢l antibidtico, dejando el medio a T.A. de
24 a horas a 48 horas. Una vez transawrido el tiempo se realizan las mismAs observaciones hechas
anterionuente. Si la prucha de esterilidad fue positiva (el medio no deberd presentar turbidez), el

medio se guarda en refiigeracion.
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“PBS 208"

NaCl

KCl

K110,
NalPO, 11,0

1,0

log

400mg

A00mg

2.8 0 Na2lIPOA 22
100ml

Esterilizar por autoclve y guardar en refiigeracion.

“Puck ImM~
KCi
NaCl
NaHC O,
EDTA

FHLO desionizada

Esterilizar por autoclve y guardara 37° C.

160mg,

L

.

-]

H0myg
28.8g

400mi
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