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RESUMEN
Dacter jejuni/coli (C jefuni/cold) es uno de los principales patGgenos entéricos

Ce
en nifios menores de cinco lnos tanto en paises desarrollados como en pafses en desarrollo.
izado Que cepas

E: i pidh !/ a ensayos en lineas cel: han
P i de o i se ian con la capacidad de C. je/uni para provocar una
disrrea disenteriforme o una  secretora. Es decir, las cepas pr de d,
i ifc P como de p icidad Ja i i6n y Ia produccién de una
i en bio, las aisl de di son adi y prod una
emerotoxina.
El papel de la ina en la patogénesis de Campyk no ¢s claro aiin, asi que
ia toxina pur . i P biog i dard infc T de sus
bioq i de su ion a nivel i lular, y del papel que realmenie descmpela
en ia de este patdg Por lo tanto, los objetivos del presente trabajo fucron: (1) Ia
purificacion de la ina de C. jgjuni modiante grafia de filtracién en gel.
las p [ dticas de la cepa 180-1P, y (2) Ia i6n i 16g i
de s de Camp npl un suero hipesinmure antitoxina de célera (anti-
TO .
Sc obtuvieron Ias pr peripl A (PP) de una cepa  hiperproductora de toxina,
de diarres y sc por

CJiejuni-180-1P, p: de un
ultrafiltracion. Las PP se¢ scpararon a través de uns columna de Biogel-A-5M y se¢ formaron,

gencralmente, scis picos, denominadosde Ia A a Ia F. A estos picos se les determind la cantidad
con lo que se observd que sdlo el ultimo pico (F) contenia

de p ¥y carb
cor i quizi al lipopolisacérido.
Para observar h purezs de los picos se realizaron geles de poliacrilamida, ademis estos
dos fueron rel dos con la actividad biolégica, la cual se i tanto en célul
CHO como en asa ligada de rata. De csta forma, se revel6 que cl pico E fuc capaz d¢ provocar
en el asa ligada de rata, de forma comparable a los de la toxina de

:

colera; que tuvo 1a mayor actividad biol6gica en células CHO y que pr
da con la enter ina de

invol

una banda con peso aproximado de 66 kDa, probabl

Campylobacter.

El dimi de 1a pi purificada se evalus di; la actividad especifica definida
como la unidad de actividad bi enmgde p que provocacl 50 % del efecto analizado
en Ias células CHO. Esto permitié determinar gque el 70% de la toxina proveniente de las PP se

recupers en el pico E.



Se ha reportado la similitud en actividad bioldgica y de las il de colera

(TC) y de Campylobacser. potloqueupmdq}ounmmmpemmmam-mmmjmwm
i (ELISA-G),, ¢ inmunotramsferencia) y

Nucva Zelanda, se Yy

yos de inhibicita de Ia i bioldgica en CHO. Los resultados revelaron que el

(] especific en todos los exp al i para sl cust fue

produci ina de n dicho anti no ala de

Campylobacter (ELISA-Gy,), ni ¢ ali 6n de la actividad biologi cnla

inmuanotransferencia, hubo una leve reactividad. Esto p indi que b son
di © que, probab su similitudg ests finada a i

El baj 5 un i en la purificacion de la de

Campylobactsr, ypowlom mmﬂvﬂmhmquemmiluen la investigacion
en torno a ella.




INTRODUCCION
IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE Campylobacter

El género Campylob p de a un grupo de bacterias pequefias gram-negativas,
mncroaeroﬁlnc-s. de forma curva o espiral, que poseen un flagelo polar que les conficre un
i istico de h Este g incluye a una gran v-nednd de especics,
las i 65 en son: CJjejuni, C.coli y C.lari, i 6
en animales y sapréfitas. ¥ %
CJejuni/coli ha sido i uno de los princi icos en nifics

menores de cinco afios, tanto en paises desarrollados % 2° como en pnhes en vias de desarrollo 1>
25. 93, ™. % Fn estos lltimos, Cjegjuni/coli ha sido aislado de casos de diarrea secretora,

disenter e incl Enuna g de 1a Cd. deMéxkoscln
observado que en los niflos menores a un afio las infecci por este
N a la proporcié And/i i6n  decae

considerablemente conlled.-d deulfomnquealoscmconﬂo:hmnyoﬁadelooepi:odm
infecci son auna i idad de
exposiciones tempranas nl mncmorg-nismo La tasa anual de incidencia es de 2.1 por mno/ano
La duracion media de 1a di por Camyp b es de 3 dias (intervalo de 1 a 29), mientras
que su excrecion en heces es de 7 dfas (intervalo de 7 a 26).12

Camyp & csth iado a enfermedad como: i 3 sepsis

1, artritis séptica y dafio hep lular;** asf como, a enfermedad como:
sindrome de Guillain-Barré 27 6% y artritis.

Entre los factores de ricsgo para la npilob iosis se el de aves

de corral, carne de puctrco y embutidos no bien cocldos y ¢l contacto diario con animales

domésticos,’® 3 entre otros. Estudi que las y el agua son

reservorios importantes de como Campylob . Escherichia coli enterotoxigénica,
Shigella y Sal lla, sicixdo los dos pri los mis frecuentemente aislados 4!

El diagnéstico presuntivo de enteritis por Camy by puede 1i por el

microscdpico de las heces. que revelan la g ia de poli fe en B0% de los

H y una 1} da cn ila mayoria de ellos; la observacién por medio del

i piode de fases d 1a movilidad y la presencia de organismos ¢n forma

de coma, car; i i de Co lob * El diagnosti itivo depende del

aislamiento del microorganismo, empleando medios selectivos como el de Skirrow, ¢l de Butzler,
Campy-Bap, de Preston, virién Butzler,?® de carbono,® entre otros; los que en general requicren



una P a 42°C, ibidti y una i ofilica proporci por una

mezcla de gases (0, 6%, CO, lO%) Como bas bi imi dpidas sc tiza la de
oxidasa (ambas positivas) e hi del hip positiva para C jejuni y negativa para C.coli),
princip T i€n, se han utilizado, métod i como es la mediciénde la resp
: a Ce - e un N imaticopara " . posigA.,
158G ¢ IgM cn sucros humanos. En un elludlo en el que se i sanos, p
por Campylod SPP y personas exp que per i sanas, s¢’
los niveles de anticuerpos tra el ] de én dcida (30 - 63 kDa). El andlisis indicé
que e las personas con enteritis por Ce sc el los niveles de IgA, IgG ¢ IgM
1a d. P de la i ion y los ni de IgG e IgM persistieron;
i que lasp p peroquenoteenfe- P los mis bajos.*
La enteritis por Camgp es imi por lo que no s necesaria
una terapia antimicrobiana especifica; mnque 1a eritromicina oral, 50 mg/kg/dia. dividida en
cuatro dosis por sicte dias dica al del tracto intestinal. No se ha observado

Que algin tipo de terapia sea cfectiva para acortar ¢l periodo sintomatolégico. 5 102

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

Se han desarr experi enh % y en animal leand
cepas de Campylod P i de d lini ™. 2 Ruiz-Patlacios y cols.®
desarrollaron un del imal ) do pollos de tres dias de edad, a quienes se les indujo
di 1 Campylob: s se tué6 por mi ica y por

ia que estc mi i se ] i demro de lu células epiteliales y que
es fagocitado por cél ! de la prop

Los ios de cepas p i s de Jos d lini han indicado que 1a vir
de C. Jejuni se asocia con la capacidad para provocar una diarrea di ifarme o . Las
cepn P de d; i P como i de p icidad la

ién a 1 piteli: yla ducci de una ci ina; en bio, las aisladas de
pacientes con diarrea son adh ¥y prodi una ina, 13-4
Adherencia

- La adhesién de la bacteria a 1a superficie de la i i e€s ia para la

izacion y dado . Este p estd iado por i dcticos
y estructuras bacterianas (adhesinas) como pilis, fl 1 P glicocdlix, lipopolisacaridos
(I.PS)y acstr dela del huésped, como las glicop f Con p

2



a estas tiltimas, se ha visto que 1a fi yia inhiben mejor que otros carbohidratos la
iade C o i3.62 la inhibici6 p requiri6 un pretratamiento, tanto

de 1a bacteria como de las células qmelules.
Con Ia finalidad de identificar estructuras superficiales bacterianas involucradas en los

i de jcid; se han descrito esq de serotipif ion bacteriana, como el
delcrllopoerndalony Penner’” para izarel antig ble O del lipopolisacirid
de Cjgjuni. Més tarde, Lior y cols.! 1 un de i idn para
identificar factores HL (“heat-labile™; lfbiles -l calor) de Canp_vlob-ﬂer_ las cuales

i aa las p de

[ scanp del flagelo,
externa %2 y proteinas de superficie,’? que sirven de interfase entre el patégeno y Ia célula

huésped.

Logan y Trust™ | e 4 P de cepas de CJjgjuni/coli;
los perfiles fu y muy il entre sf, pto los de fi de
externa que cran lib el imi bacteriano ¥ que contribuyen a la patogéncsis,
en virtud de que pued P en 1a liberacién de

La ob-enmcién de que las proteinas de superficic de dnferennes cepas de C. jejuni son
conservad; qQue p ser d utiles para la io 16gica de
los organismos, lo que facilitaria cl desarrollode Yy 16gi para las i
por C. jejuni y quizs Gtiles para el d 1o de 3

Orros i igad han la imponancia de las protcinas de membrana externa

y del lipopollnctrido (LPS) en la adherencia y 1a invasnvidad de ccpu de C. Jjegjuni, en euudloa
in vitro empleando células HEp-2.% Medi C ¢ y dei
en otro estudio, se analiz6 Ia estructura del LPS de Campylobacter. -7 Los LPS de todas las

cepas examinadas mostraron ser de bajo peso molecular y tener cierta ificidad debid
dad de lipido A y una baja cnmldld de azicares

al polisacérido O. Fue una alta
neutros. >

Se ha que el lipopolisacdrido participa en la adherencia - ** por medio de su
porcion carbohidrato, 22 ya que la oxidacién de estos grupos inhibe significativamente esc
evento.*

Los Que af la i6én entre 1a superficie del huésped y del parisito son:
a) fa i6n de y b) la adaptaci ala conferida, por cjemplo, por la
movilidad.** En este caso, 1a movilidad de Campylob es debida a uno o mis flagelos que por
su naturaleza P ica y su tocali: ion son un importante antigeno de superficic.? E} flagelo
participaen la énesis dc Campylob . iando 1a izacién y 1a resp




p 67,68, 101 A 4 & iendo Ia flagelina una de las p

d 1a infeccion i inal, ha sido imp revelar la de Ia p ok
i ! les, que han ido epitop de flageli nl-m-yorhdelu
pecies de Campylob y un epitop ingido a C. Jjejuni y C. celi. ** En cambio, el
pl de pos  poli ) el flagelo de Ia cepa VC74, mediame
N 6 que N N cogn: son \partidos por otros

grupos de bacterias espi que i ia i i hd

Por otro lado, un andlisis indicé que los del grupo LIO8
estén por dos pr muy relaci entre si, que son codificadas por los genes

flaA y flaB. y que ticnen 92%- de identidad.?

Invasividad
Una vez da la f i el puede y coloni 1a superficie
de la mucosa intestinal; la movnlndad dirigida por el qui ico puede i
Ia idad en Ia izacién de la " Mis aun, ias isticas clini I
de la diarrea por Camp i que este mi i pucde i ir la
i cste i un lmpomme componente de icidad.?- 45 La i6
de la invasividad en cultivos dos con otras bacterias, mostré una intcracciéon
sinérgica entre C. Jefuni y otros pats que ilita Ia i ién.@
C.Jq]uul pucde una ién a 1 i i icos, dando por
una i ¥ enel h * Este fo sc ha iado con la
invaslvndad de las cecpas, por lo que, puede ser til como un dor de idad
El ito de Cq '/ a través de una de 1 lari; Caco-2, cs
decir, células que idas in vitro g una iacién de su pnne basal y apical; la

presentaronel 78% cepas provemema de colitis y ¢l 47 % de las aisladas de cuadros de diarrea
no inflamatoria®* Ademis, el papel del flageloen la translocacnéndc C.Jjejuni a través de células
epiteliales no polarizaxias y polarizadas fuc i con fl Las de
C. jejuni flageladas no moviles (ﬂnA ﬂaB * Mot *) y no flageladas no méviles (flaA flaB- Mot )
fueron construidas por bil in vivo y por jica de p éni
Ambas clases de mutanies se adhiricron a las células cpiteliales de origen humano INT 407,
aunque sobre la base del p je del indG internatizado, la i ion de 1a

flaA f1aB Mot " disminuys comparado con el de las paternas, e incluso con 1a mutante flaA I_lal!‘
Mot *. Ninguno de los dos tipos de mutantes fuc capaz de translocar a través de monocapas de
células polarizadas Caco-2. Lo Que indica que los flagelos no estén i ] en la adh L

<



de Campylobacter pero que intervienen en su transfocacion. !

‘También se ha observado, por mi P ica. que al i lar cepas de C.jejuni
en asas ligadas de rata, ésias son absorbidas tadas a través de las
células M de la placa de Peyer." desde donde Ia infeccion puede volverse sistémica. Esto

probablemente se debe a que ¢l moco actia de manera quimioatrayente, por medio de ciertas

y son P

glicop que ¢ serinay A 100
Regulacidn de los i ! a la expresiéa de la virulencia
La presenciade hierro y 1a adquicisiénde este ¢l por parte del pardsito, desempeilan
un papel imp enla lacion de los genes de vil cn los mi i 7! Se ha
son de exf P de b

observado que algunas bacterias p
externa reguladas por hicrro, cuando son crecidas in vivo o en medios con deficiencia de hierro.
En este tipo de medios, C. jejuni si pri tres, con pesos moleculares

aproximadosde 74, 76 y 82 kDa. Otra fomudc irir hierro es p
por otros microorganismos.
Para izar a las pr de C. jejuni de si se y6 una

biblioteca genomica de Ia cepa NCTC 11351 que permiticra identificar los genes que confieren
un fenotipo hemolitico a Escherichia coli (E.coli). La protefna Que llcva a cabo esta actividad en
C jejuni tienc un peso molecular de 36,244 Da, con una secuencia lider tipo H de endopepndasa
que se moduﬁcl con dcido palmitico, indicando que ¢s una lipop Su de

es alade lasp de 1o que sugi que es un
p del si de isicién de fierro de C. Jjefuni. 7

Las cepas de C. Jgjuméi no han sido i como h sin b >,
i se ‘6 quc Ia presi de hemélisis fue T i de altas
concentraciones de CO:, en un intervalo de pH de 6.0 a 6.5, a una temperatura de 42°C; ™

incluso algunas cepas se han reportado como p as de lisi ”
También hay gencs resp del de hierro que estén coordinados y
negativamente lados para ponder a los de hierro en la célula bacteriana. Aunque
i genes de vii ia gque no estdn i i dos en dicho bolismo y que pueden ser

regulados por hierro, por ejemplo pucde haber genes reprimidos por la proicina Fur (“ferric
uptake regulator”™) Ia cual utiliza ¢l ion fe como un P que se une a operadores
especificos; en gencral, cstos gencs fur son altamente conservados. En C. jefuni ya sc ha
d parecida a Fur y ademis sc ha clonado y caracterizado un gen fur

* do una
homdlogo al de E.coli. '




Toxinas
Un importante mecanismo poe ¢! cual las bacterias

0 esa
través de la p de qus p dafiar las © actuar i
pr do alt 3 fonak En Campylob sc han A las
i 1 lipopolisacirido, un factor de distenaion ietal (CLDT), una citosoxina y una
emerotoxine.
Lipopotisacdrido
' Por de un mi i 3 posec una ina, es decir, un LPS

de bajo peso molecular (24 - “kh).qnmmulandgemo"”ﬂupquuhporcm
soxica de la molécula, que poses la idad de activar ¢l y 1a liberacion
ac (ras hi del busbarad

P iped cOmo do a g [} ~shock™
y muerss en ¢l individuo. ™%
abor

Un efecto de di: P en dife incas 1 como Vero, HelLa
y HEp-2, fue descubierto por Johnson y Lior ¥ y fue do CLDT (“cy hal di
toxin™). Esta toxina ser -u i yata porque produce un efecto
de di: S

y N icidad * 3 Re ~ Loomad,
los genes oA, MB)MCQ:MMW&MHG.”M)!!I 157 Da asociadas con
esta toxine;™ sin embargo, no se ha definido su papel en Ia patogénesis.

Citotoxina
Medi estudios 6gicos sc ha do Is p ia de una

predommnmmencqn-del"‘ U de di de di
disenteriforime ** 7 Esta toxing fue descrita por pfimern vez por Johnson y Lior, > es termolibil,

iblc a tripsi i apH 3 0apH?9, sclibera do 1a cepa e icada o con
polimixina, cs letal cn hucvos fértiles de gallina y provoca cfectos téncol en célulu Vero, **CHO
30.33.36 y Hela 3 - dond Adcmis, su efecto no se con contra la
mxmnSln;;"”’o 1a de C& ¥ difficile.**>* Su peso mwiecular no se ha definido
con ion, al,

que es de 12 a 14 kDa, ¥ micntras que otros muestran
que es de 70 kDa  Sin emhu'go. McCardell y cols . ** afirman que hay dos citotoxinas, una
ter il que sc i iva por de
también cs termoldbil, no se

y no causa hemdélisis; y otra que
por de jo y pr hemolisis en




eri i de jo. que 1a b lisina puede ser un factor de virulencia inducido. La
idad de producir la(s) ci ina(s) se puede p beultivando la cepa,” probab

porque esté codificada por pissmidos.

Enterotoxing
Desde 1983 se ha reportado una proteina con un peso molecular que oscila entre 30 a 100
kDa %, termolébily sensible a pH 4cido o bisico *3-® con actividad de Esta ha sido
d inada como p ida a la de colera ( like™) porque al ser probada en lineas
celulares posce una i biologi ilar a 1a toxina colérica. Es decir, causa ahrgnmento
en células CHO? .28 ¢ | derado del AMPc i 37 ""‘y d
en las células adrenales Y-1.2%% In vivo p una resp cn asa
ligada de rata. 22-43.9. 88 o g se ha ficado una reactividad inmunolégica cruzada entre
Ias enterotoxinas de Vidrie cholerae, '417-42- 9.8 13 oxina termolfbil de E. colj 220 49.4 y 1g
ina de C Y en cuo-selurepon-aoquwelelbcwdeh
de C en cé CHO se i

antitoxina de colera.*® La similitud ha sido encontrada también h:bndiznndo el ohgonucleaulo .
CT-LT/B/irp88, que €3 una regién complementaria del gen sox® que codifica para Ia parte de
reconocimiento al ganglidsido Gy, con cepas p de aislad i de una cohorte
de nifios C que este segmento se localiza en el ADN cromosomal de
todas las eep.-pmbml..lndicando que todas las cepas poscen ¢l gen para la enterotoxina, pero
que en al, deellas p estd i .11 El hecho de que se haya encontrado que
el .cn «itB no hidbridiza con cepas de Campylobacter® sino sélo el oligo CT-LT/Bup38' sugicre
que las similitudes entre 1a ina de Campylob ladecéleraylatennoubnldexmﬂ

esth confinada a regiones especificas, como podria ser al sitio de del

Exi P de | que no han rep tos hallazgos, por lo que dichos
invud(ldom: opinan que el papel de la toxina en la patog is de Campylod es

. 76. 77 que hay otros que muestran que las cepas pr i de casos clini

de di se han i més a la pr iSn de la ina y. ad las cepas

icas de Campylob no tienen 1a misma distribucién en todos los pafscs.% 40. 50

Elpapelde ia inaenlap is de Cs b no es claro atin, por lo que
Ia toxina purificada mediame procesos fisicoquimicos nos daria informacié6n valiosa acerca de sus

bi fmi de su anivel i .y del papel que realmente desempeiia

i ia de este p A igad han do de purificarla probando

enla
diferentes medios de cultivo empleando cepas tipo y cepas sil provens de
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clinicos diversos. de alimentos y de animales.!”-3%-4 Se ha obscrvado que la lnayor cumkhd de
p iSnde la inaes a las 24 hs de cultivo '7-*? j et 4
su fase ia de imi Por otro Iado. McCardell y cols..* describieron el
efecto de la concentracidénde fierro sobre 1a produccion de la toxina en cepas de C. jejuni /coli,
y de un towal de 118 cepas probadas observaron que el 95% produjeron la toxina en medios
suplementados con hierro, suglncndo que la mayoria de las cepas tiencn la capacidad de
producirla si se utilizan di d Ademis mostraron gue para ¢l escrutinio de cepas
as fue util 1 caldo Miclier-Hinton o GC, el dio de id
complemenwdo con FeCl, dio los = 1 en bio, con el agar brucclla y el de
inodcidos sin 1 se obtuvieron producciones bajas. Por otro lado, cuando al agar
brucella se Ie adiciond sulfato ferroso, éste g i6 inhibir la prod i de la toxina en muchas
ccpas. Johnson y Lior, > sin embargo, opi que ¢l io de GC supl do con isovitalex

prop

Estudios preliminares
En nuestros esfuerzos por tratar de purificar la i de Campylob y
que se a en cl espacio periplismico, se propuso un

de purif i de la i que la d i6n de las proteinas
peri icas, su ipitaci selectiva con sulfato de amonio al 70% y 1a recuperacion-de

d és de diali con una solucién de fosfatos 1.0 mM.>!' Este proceso
fue evaluad i do la ividad especifica en cada paso de purificacién, con tres cepas
de C lob : C jejuni-180-1P (hipertoxigénica), C.jejuni-57-SP (no toxigénica) y C. coli-
383-IP (toxigénica).

TABLA 1 c i y activi de las inici y finales de la
i i por Calva y cols."

—— T
Fraccién C. jejuni-57-SP C. coli-383-1p
Conc.  *Actividad Conc.  Actividad

pg/mL__capecifica ug/ml __especifica sg/ml._especifica
Froeinas 312.0 ND 288.5 47 @073 980
periplasmiticas

Protcinas agregadas 202.0 ND 538.0 1488 590.5 680
dializadas

ND = no detectado
* La actividad especifica se expresa en U/img de proteina, en donde una unidad es la i de que P
el 50% de cfecto en las células CHO
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Como se mucsira en 1a Tabla 1, la cantidad de toxina recuperada fue muy baja (en

comparacion. ver Tabla 2) tanto en la cepa hipertoxigénica como en la toxigénica, por lo que se
bio iénico pl un equip

optS por evaluar otros dos: el de fia de i
de alta (HPLC), la crc 8 de afinidad con i Pos antitoxina de célera (anti-
TO) y la ol de fi ion en gel.

El primer método cr ico, HPLC, p inconveni de ipulacion y
recuperacién escasa, 1o que hizo dificil i en las fracci la actividad bioldgica. En
lacr ia de idad se aproveché la inmunorreactividad cruzada de la toxina de colera

una de i idad con la que se

y l‘ k c‘mmur‘ 14,17, 42, 59, 83 Yy se
obtuvieron muestras no evaluables, debido a la poca cantidad de proteina que se logré recuperar.
perip i de las tres ccpas de

Sin embargo, la filtracién en gel de las pr
Campylobacter mostiré que todas las cepas poscian la toxina, pero en diferente proporcion!®

(Tabla 2).

TABLA 2 € i y de las yia i
i i ica de dil cepas de Ci por ion en gel
— s

Fraccidn C. jejuni-ST-SP C. €. col-383-1P

Conc. Actividad Conc, Cone. Actividad

ug/mL especifica Hug/ml #g/mL especifica

U/mg de prot. U/mg de prot. U/mg de ptos.

Proteinas 1350.3 667 152.8 7,640 128.0 1.562
periplasméticas .
Fraccién con actividad 18.0 5,556 1.0 100,000 s.0 20,000
biojogi
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Al 1 los dos p anteri para la p de la i
de Campylobacter se¢ observa la idad de prop un d i que p
iderab el grado de pureza de Ja misma. En este

obtenerh pura, o bien, que 2
fia de fill i6n en gel serd util.

Ia

-Por otra parte, la p Mni de casos de emeritis causados por
CJejuni/coli i Ia imp ia de Ia en su is, ya quc este
ani provoca un i imilar at por E.celi emerotoxigénica y

V. chal por eso al yos de actividad b i como el emp de lineas
-(células CHO) y el de asa ligada de rata utilizados para detectar a l- toxina de célera (TC) y a la
sermolfdil de K.coli: nﬁnemmevalwel ! para la puri i6n de
anti-TC podré e el grado

Ia toxina en estudio. En los p
de semejanza estructural entre ambas toxim

OBJETIVOS

Purificacion de la emerotoxim de C. jejuni di fia de fil i6n en gel.
leando las p perip dehcepalNN-lso-w

C. tzaci gicade la de Camp

suero hiperinmune antitoxina de cSlera

10



MATERIAL Y METODOS

El trab istid en realizar In purificacion de Ia ina de Camp 3
idera tas experi previas de nuestro laboratorio en esta linca.

Para analizar la reproducibilidad del mé ¢ de grafia de fil ion en gel, este
pmce-o:erealmeonhcepn ip igénica en tres i i > alg de sus

i es decir, el de Ia coll ia idad de flujo, Ia cantidad de muesira para
purificar, enre otros.

En ia pur ionde la ina se sel 1a cepa hiperp C Jajuni-180-
P, p eni de un dro de diasrea las icas fi icas de csta cepa son:

i i dir células HEp-2, producir una

ser capaz de hidrolizar el hipurato, adherirse e

Y una enterotoxina.
Se obtuvicron las PP de 1a cepa hiperproductora y se filtraron a través de una columna de

Biogel-A-S, se seleccionaron seis picos (A- F). los que se concentraron por medio de centricones

y se n de la si ion de p y de carbohidratos;
electroforesis en geles de poliscrilamida al 15%, segin técnica descrita por Laemmli;
de Ia ivik biolégica mediante dos ensayos, uno empleando células CHO y

otro, ¢n asa ligads de rata.
La semejanza estructural entre la toxina de célera (TC) y la de Campylobacter sc puso de

manifiesto con un anti-TC y diferemes ensayos como: ELISA-G,,,. inmunotransferenciay ensayo

de ibicion de 1a
Las figuras 1y 2 muennnh forma general de trabajo para cl desarrollo de este tema de

tesis

"
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CJjajuni INN-180-1P
(hipertoxigénica)
Cosechado con
SSAF 0.01M, pH 7.2

Centrifugar
(14,000 g/10min)

Sobrenadante Paqucte
celular

Sacarosa. tris-HCl
lisozima., EDTA, pH 7.5

Agitacién rotatoria
a 4°C/48 min

Centrifugar
(14,000 /20 min)

Paquete celular Sobrenadante
(esferoplastos) (proteinas peripl&smicas)
Ultrafiltracion
Fig 1 Diagrama de flujo que lap i6n de las p i peri de

1a cepa C. jajuni-180-1P
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Proteinas periplasmicas
(4.5 mg/5S00 ul)

<

1.8 cm—

Biogel-A-5M
000 a

5,000,000

.

Velocidad de flujo

H 1.6-2.0 mL/h
l‘

Caracterizacion de las fracciones

Actividad biolégica

Cuantificacién de: Geles de poliacrilamida
= proteinas Ifnmunoensayos ~ Ensayo en CHO
-~ carbohidratos -~ Asa ligada de rata

Fig 2 Diagrama de flujo del trabajo realizado en csta tesis




Ob idn de Ias proted peript Aticas (PP) de Campyiobacter jejuni 180-1P.- La
cepa hlperwmgémcade C. Jejuni se cultivé en 100 placas de gelosa sangre de 24
hs en di de filia. Se¢ ho ef en una solucion salina
amorti; de 10 mM pH 7.2, cemnfugindolo a 15,000 x g durante 10 min.
Posteri el p se P i6 en 100 mL de una solucién amortiguadora de
lisis (sacarosa O. 3M 'l‘tlsICl 0.1M, lisozima 350 ug/mL, EDTA 0.1 mM) y permnnecné en ella,
con agitacion, durante 43 min a 4°C. Se centrifugé a 20,000 x g 20 min,
en el i los pl y en el d las PP. Las PP se concentraron por
ultrafil 16 una con de poro de 10,000 Da; finalmente sc
filtraron con membnnu de poro de 45 um para esterilizar y se ifs por el do de
Bradford.®
mn-ﬂ‘el— J e - Las PP filtradas a través de
una 4 de Biolel-A-Sm (Bio Rad) de 32 mL (1.5 x ls cm) con un limite de
exclusion de moooasoooooom equilibrada con una solucié o que
Tris/Cl 0.03 M, NaCl 0.2 M, NC,EDTAO.(DIM NIN 0(!)3Mlllnpl~lde75 Las
fracci L con la mi ’ en un vol
aproximado de 450 ul. con una velocidad de ﬂujo de 1.8 mL/h. Esta velocidad de flujo fue
id P o de peso (1,350 - 670,000). El cromatograma sc¢
i ia ab ia a 280 nm de cada fraccién, contra el volumen de la fraccion.
Los picos que se p en el g se por medio de centricones
(Millipore: e conun de poro de 10,000 yse las p
con Micro BCA (Pierce) y los bohi por el métado de fenol. *
Geles de poliscr ida.- Para e idemi cl grado dec pureza de las
b { i se i geles de poliacrilamida-SDS al 15% . segun la técnica descrita
por Lacmmli,*” los cuales fueron teflidos con plaw (Pierce).
Actividad blolégica. - La actividad biolégica fue observadaen céluias CHO y ©n asa ligada
de rata. El ensayo en cél CHO, p i6 cvaluarel p de puri 6 i
la actividad especifica; definida como la iad de p 2 { en mg, que provoco €l S0 % de
g en las las CHO. La técnica utilizada fue 1a descrita por Guerrant® y consistio
en tratar un de las CHO con tripsina al 0.25% (Gibco): las células
ok i se pendi en 1.3 mL de un medio F-12 con suero fetal bovino al 1% de
esu suspensién se tomaron 0.4 mL y sec diluyeron agregando 22 mL del medio anteriormente
mencionado, 200 uL de la 1 lular se col enudapozo.enunaplacadc%
pozos, q una 6n final de 500 células/pozo. aproxi Como
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positivo se empled la toxina de célera (TC) (List Blologlcal Inc. ) en una concentracion de
do y de los

lug/ml. ¥y se probaron alicuoias de las PP. del pr do perip
picos obteni de la de fil ionen gel. d 30 uL dc cada muesira
do por Ia enter en las células CHO fue de clongacion y se

por pozo. El efecto p

observé de las 24 a las 72 hs.
de asa ligada de rats. utilizando

La actividad biol bién fue eval en ensay

Ia dologia previ descrita por Fedorak® con i i bre se

g ratas, b o h con un peso aproxnmado de 250 - 300 grs, las cuales
en ay 24 hs. antes del pi La cirugia se efectué de la sigui

manera: bajo comdi de ia y i ia se indujo anestesia empleando

pentobarbital sddico (dosis de 1 mL/2.5 kg). A cielo ab;erto se incidié piel p.n iniciar
laparotomia abdominal media. Se p dié a sep porp piel, ¥y peri se
visualizd colon y se identificé y aula fleon para ligarlo por segmentos d¢ S a 8 cm, en loul tres
segmemos, para lo que se utilizé hilo de seda 3-0. Se i 16 en Ia asa,

inyeccion intraluminal., 1 ml. del control positivo (toxina de célera Sug/ml); en otra asa, el
ica) y en la otra la mucsima a probar. Seccrramn

comtrol negativo (1 mL de solucion salina i
los planos en un sdlo paso con hilo de seda. Los animales se en con
temperatura controlada. A jas 18 hs, los animales fi sacrificados y se midi6 ¢! volumen del
contenido intestinal de cada asa y su longitud (mL/cm).

Produccién de anticuerpos poli - Se produj i pos policlonak

Ia toxina complel.- de colera (List Biologicsal, Inc.Campbell, California, EUA) empleando dos

Zelanda, de tres meses de edad. que f con la ina: en el
dia cero por via subcuténea 1 ml. con una concentracion de 100 ug/mL y adyuvante completo
de Freund, y en los dias 11, 21 y 28 por via intravencosa con 200 ul. de antfgeno a una

concemtracion de SO ug/mlL. y ady P de Fi d. Para v el de la
antes de cada lnmumucldn se obtuvo el suero de los animales,

respuesta inmune,
apmxun-dnmcme 0 S mL. Los i pos produci se en
y Atk como ELISA e mmunotr-mferencu
Aitd - El ELISA empleado fue el descrito por Sack y cols * con
)] i H y en sensibilizar placas de p i conel g liésido de
membrlm Gy, (Sigma Chemlcal Co. St. Louis, Mo, EUA) durante toda la nochc Se bloque6
con solucién salina de fc (KH:PO,/Na,HPO, 0.02M, NaCl 0.13 M, KCI
0.02M) con un pH de 7.2(SSAF) y albimina al 1 %; se lavé una vez con SSAF-Tweenal 0.05 %
Se agreg6 la toxina o las PP a una concentracién de Sug/ml. y se dejaron incubar durante 1 h. a
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37°C. Se lavd 3 veces y sc g6 el sucro hiperi itoxina de célera en diferenics
dnlncuones (1:S5 hasta 1:15,625) dunme 1.5 ha 37°C. Se 1avo 3 veces Vv se dejé incubar con un
suero 1 ti de do con peroxid; (DAKO, Dinamarca), diluido,
segun csp del fabri 1:1000. Se lavé 6 veces ¥ Ja reaccion enzimitica se llevé
a cabo con una solucion amortiguadora de citratos (Ac.citrico 0.038M, Na,HPO, 0.083M); cada
10 mL contenian S.4 mg de o-feniléndiamina (Sigma Chemical) y H,O: al 30% (J.T.Baker). La
ion i i ica se con H,SO, 4 N.
La i ia, segan ica de Towbin.” consistié en transferir un gel de
poliacrilamida-SDS al 15% con los difcrentes antigenos, a un papei de nitrocelulosa con un
i de mini ia (Bio-Rad) i do 100 voltios durante una hora. La solucién de
transferencia consistio en Tris-base 0.025M, glicina 0.18M. y metanol 200 mi por cada litro de
luck Para bloq los espacios vacios se emples una i6n salina de Tris-base (Tris-base
0.02M, NaCl 0.5M) con un pH de 7.5 (SST) y leche da al 5% o 30 min a 37°C
con agi on. Se col itoxina de célera o el suero preinmune, diluidos 1:10 a 1:1,%00 y se¢
incubé durante 1.3 h a 37°C. Se realizaron 3 lavados con SST, cada uno de 10 min con agitacion
¥ se incubé con el sucro i 1 de >jo (DAKO. Dinamarca) diluido 1:1000
durante toda la noche 8 4°C. Se lavé 3 veces con SST-Tween al 0.05% y se reveld con 9 mg de
a-naftol (Sigma Chemical) dituido en 3 mL de metanol frio (J.T.Baker), que se mezclaroncon 15
mL de SST y 9 4l. de H,O, al 30% (J.T.Baker).

Ennyot de inhibicidn de la idad blol - Se 1i yos de actividad
de toxina (de célera o de Campylobacter)

biolégi pri Ia
neceuﬂa para provocarel 100 % de efecto en las células CHO. Esta cantidad de toxina s puso
en contacto con el sucro prei © hiperi d p dos.a varias
diluciones (1:2 - 1:1,600) durante 2 hs a 37°C. Posler estas se 1! en

CHO, d. como se describié

cajas de cultivo de 96 pozos que
anteriormente. Los resultados se evaluaron a las 24, 48 y 72 hs  y se consideré el titulo del suero

que fue capaz de reducir el efecto al 50 %.




RESULTADOS

Desp de i P de purificacién (Tabla 1 y 2), se escogi6 el de
filtracion en gel ya que itio una d da de ina y su actividad biolégica
se pudo detectar al final del proceso. Esta actividad fue observada en células CHO y en asa ligada
de rata.

Ob tén de las pr periplasms (PP) de CJejuni-180-IP.- Con el
conocimiento ptev-o de que la ina de Co se a
enel esp s 3 se j las p peripl i1 delncepadec.jcjmli

180-1P a pnnirde un cultivo de 100 cajas de sangre de carnero. Se obtuvieron inicialmente 100
mL de PP a una concentracion de 1.5 mg/ml., los cuales fueron, posteriormente. concentrados
en un volumen de 13 mL a una concentraciéon de 9 mg de proteina por mL.

Fikraciéa en gel de las protei: U dticas.- Para 1a vel d de flujo
de Ia col se de peso mol (4.5 mg/500 pL), el
Cromatograma tﬂulum s¢ observa en la Fig. 3. De A1 se 4.5 mg/500ul
de las p peripl; At de Cjej este pi se¢ realizé tres veces y en los

se graficé ¢l de las contra 1a absorbancia a 280 nm. Algunos
de los bienidos se en la Fig 4.

Se identificaron seis picos en ¢l cromatograma 10s cuales fucron denominados de la A a
1a F. Las fracciones correspondientes a estos picos se agruparon, sc concentraron y sec les

iné ja idad de p y carbohid: éste dltimo con 1a finalidad de identificar las
fi i que p el lipopoli: id> (Tabla 3). También se i yos de actividad
biolégicay el pS isen geles de poli lamida para d los p de p de los
picos que p efecto biologi
TABLA 3 Caracterizacion de los picos de la de las de
INN-180-1P a través de una columna cromatografica de Biogel A SM (1.8 x 18 cm)
Mucstra Fraccion concemracion concemracion de
volumen en mL del proteica (ug/mL) carbohidratos (ug/mL)
medio de slucidn
1500
[PP} 9000 6700
A 0.45- 495 nd od
- 13.50 - 15.30 od
C 15.78 - 18.00 145 nd
D 18.45 - 20.70 ad
E 23.40 - 26.10 ~t
F 26.63 - 40.00 10_23 3370
PP] = Prowinas periplasmiticas concemuradas; nd = no detectado
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Fig 3 Cromatograma que muestra la filtracisn de los marcadores de peso
en el presente

molecular a través de la columna de Biogel A 5M emple

trabajo
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de la fil i6n en Biogel-A-SM de las proteinas periplasiiticas de C jejuné
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Geles de poliacrilamida.- Los geles de poliacrilamida-SDS al 15 % (Fig 3 y 6), tefiidos
con plaa, Ia reproducibilidad det p: de ob ion de las pur
as{ como Ia

ia de b L el pico B muestra, bamxlas de pesos moleculares

aprozimedos de 40 a 66 kDa; melpboammmu“mymdml?dc
6.5 a 70 kDa, aunque estuvieron en mayor cantidad las de bajo peso molecular. De acuerdo con

los yos de d biologica (Fig.4, p y Tabla 4), ésta estd relacionada,
principalmente, con una p de peso imado de 66 kDa presente en ¢l pico E.
-
-Eg g — i
z L .y
= -
- —
-~ oo
*
”b .
. = v
Figs ou‘-pnuxm-n&-snsulss tefida con plata. que muestra los peso (PM) y lat p
presentes en algunos picos (B, E y F) oenidos en o] proceso de dela s )
pastir de las proseines periplasmiticas (PP)

"

“ e

- .4 3f ©-m

]| B |

- "

" -

-s EH
L 4

Figs o-!depouurlumu.-snsuus que muestrs los PM) y
PP concemradas {PP) y las de los picos A, B, C. D, Eymemﬁlmthh(mnmd)
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Actividad bielégt La actividad bioldgica fue izada en células CHO y en asa ligada

de rata. En los fibroblastos se observé clongacién como el efecto resulianse de la toxina, aunque
€ste es un poco difereme al provocado por la toxina de cSlera. La toxina de Campylobacser

se i a las 72 hs. y se presenté como un alargamiento sélo en jos extremos
celulares. En cambio, con la toxina de célera el alar i se en soda la célula
formando verdaderos “hitos™ y ias células parecen no estar distribuidas al azar, sino como si se

alincaran (Fig 7)

En ¢l ensayo de asa ligada de rata, la 1. de agua y enlaluzi
fue de las fi L que mviemn nnn cantuhd de toxina detectabie en ¢l ensayo con
células CHO, las perip bién p a p in de
hemoglobins en el fluido. Sc i . en el por
centimetro del asa (Tabia 4)
TABLA & wmw(ﬂd@ﬁlmtmm&m&m
prowinee patiplaamiticas de C.fefund y de los picos Ey F
Tusawa Proscins (ug) mL/cen
Toxine e cilera . s 0.2910.06
Solucide saline o 0.00+0.0}
Prowines peripissmdticas 900 - 1800 0.204+0.08%
Pico E 10- 28 0.21:0.04
Puo F n- 20 0.01

mmmhuﬂ-t-—m




O

Fotograflas que muestran un cultive conflucnie de células CHO (A), célutas CHO expucestas a Ia toxina de cilera (B)
a 1as proteinas petiplasmiticas de C.fejuni-180-1P (C) ¥y al pico E obtenido de 1a filiracion en gel de las PP (D)
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{ud Ia actividad

Para il et dimi de purificacion de la i se
especifica, definida como la idad de p en mg. que provoca ulargnrmemo enel SO0 %
de las celulu CHO. Por lo tanto. 1a actividad esp es ja de las unid.
de d bioidgica por milig de p De esta mancra se determing la actividad

que entré a la columna y de 1a toxina recuperada &n la (s) fracciones

pecifica de 1a
correspondientes. En ¢l pico E se obtuvo ¢} 70% de la toxina total aplicada 2 Ja columna

cromatogrifica. (Tabla 5)
de s toxina de Campylobacter purificada por un

TABLA 3 del e it
método ¢t Afico M —
e e == Proveins ACTiviIad Total de Recuperac srado
mL mg/mL ol (ug) especifica unidades de - de
(U/mg de peot.) actividad guriBicacitn
P oS 9.000 4,500 1.000 4,300 100 1 x
Mo E] 1.8 140 210 15,000 3.1%0 70 15 x
{Pico F} 4.0 1.023 4,092 190 beed 17 02X
T ————————
1 = Muestras concentradas
Con ¢l obj de ah logia. anto en idad biolog como igéni de
1as toxinas de colera y de Cs " S¢ P 1jo un suero hip 2 Ia toxina de
coletaen zjos bl Nueva Z ¥y se realizaron yos i imdti y Ly
de inhibncidn de actividad biologica en céiulas CHO.
Loc ensayos i i i U en

o bien. en inmovitizar el

inmovilizar fas PP en papel de nitr
ganglissido de membrana G, en placas de poliestireno. Mediante la técnica de ELISA-G,,, se
iendo €ste de 1:10,000 (Fig

ina de colera 1 )

tituld ef
B8A); mientras que ¢} titulo del mismo antisuero conira la toxina de G

heterslogoe) fue de tan solo 1:120, similar éue al del suero preinmune (Fig 8B). Por otra p.-rte
se 6 12 reactividad del suero de concjo anti-

con un titulo de

utilizando Ia de i
colera contra las PP y TC. ambas en su forma lizada. Los
1:1000, reconocieronen la toxina de cSlera una banda de, aproximadamente, 25 kD.l yunade 13
i a la subs “Ayll de 1a subunidad B, p En
das de 66, 44, 35 y 24.3 kDa, con un tiulo de

muy

kDa,
cambio en lu PP
1:10 (Fig 8).
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Ensayes de inhibicién de la actividad bioldgica.- Se realizaron ensayos celulares para

1a d de PO que era capaz de inhibir el efecto citoténico de la toxina. El

suero hiper el S0 % del efecto de 1a toxina de célera, en un titulo de 1:300; en

cambio, el titulo del suero para neutralizar el efecto del crudo toxigénico de C. jojuni fue de 1:4,

y de andloga ¢l del suero p i [T emre
cuslitativa

sucros, sdlo

Tabla 6 C del suero ami-TC en et alargamienso qus tanio 1a oxing coldtica como las
proseinas periplasmiticas de C. jgjuni INN-180-1P casusan en células CHO

Toxime 100 % de efecto ST S —
cantidad en

Colera 0.003 . 1:300

Proseinas periplasmiticas 67.500 [}

e C jejuni

2s




DISCUSION

Campylob e/ éi es ido como uno de los pri T
de di: en la poblaci il y uno de sus i de vir iaes la idad de
producir una i cuya relevancia epi iologis se ha do en 1]
previos 3 45. %0310
En la prescnte tesis se bajé un de puri ion y i de Ia
Ia fia de fil i cn gel, y sc observé que una protcina de,
ap 66 kDa p estar invol en la actividad biolégica. Por otro 1ado. varios
i i han do di npartimi de Campylob para ala(s)
p (s) con actividad téxica, asf se han empleado: el d. de las cél bacterianas:!*
de las célul das con

18- 17.29.36.40. 7 183 proteinas periplismicas, es decir, ¢l
lizosims o polimixina % o aquéllas das con icacion.'”-* Después de un

se ha optado por diversos métodos de purificacion, como son: precipitacié iva con

de amonio y diflisis,> - '7- 9 £ i ultrafil fia de fil i6n en gel,"”
grafia de afinidad empl gal y de i idad con’ pos anti-TC

ola bi ionde ellos, Mahajan y cols.® d& 1 efe tdxico de una proteim

electroeluida de un gel sin SDS. Incluso se han probado dife medios P ya

sea: con aminodcidos, © o con FeCl,, * o con isovilalex, *>-% para sobre producir 1a toxina.
i hos reportes acerca de la purificacion parcial de 1a toxina

Como se

de Camp & que es similar a col © bien, reportes de su h ¥y sucor ion en la
patogénesis. Sin embargo, no en todos clios s¢ han ido las mi: i por lo que,
en base a la experiencia p ia en b io y a los h bteni por otros
i igad se prop purificar la toxina. a partir de una cepa hiperprodictora C je¢j/uni-180-
IP crecida en agar sangre de Carnero, que por ¢c Fe*? i su produccién.® Dec esta
mancra, se recuperd la toxina a partir de las del espacio perip ) porque ahi se

del de do a su peso

encontré en mayor cantidad. > 4*  Posicriormente fue sep
fia de fil ion en gel. en este caso empleamos Biogel-A-5M

molecular, mediante g
(Fig.2) y scgun se observa en la Tabla S, en el pico E se recupers la mayor parte de la toxina
(70%). En Daikoku y cols. !” emp un filtrado libre de que

por ibny & és precipi con sul > de io al 80% &

por una columna de Sephadex G-100 (85 X 2.5 cm) con una velocidad de flujo de 30 mL./h y
fracciones de 1.5 mL., siendo la recuperaciéndel 51 %. Es decir, con la metodologia emplcada en

bajo se ob ala con un grado de¢ purcza mayor, y los geles mostrados en las
Figs. S y 6 apoyan esto. Sin embargo, €s importante notar gue en ambos cstudios existe una
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proweina de aprox. 66 kDa da con la
Ademds, esos un do en ia
absorbancia a 280 nm y a 413 oum, ésta Gltima & ida al i un yo de ELISA
conel de b Gy Yy un i de cabra ami-TC, para detoctar a la toxina de
Campylodacter, ademis, se cvalud con este mismo criterio 1a idad de toxina up ia en
€l proceso. Quiza esta cuamtificacion no fue ia mis ack porque la idad
cruzada entre la toxina de colera y de Campylobacter cs nula, segin se puede ob-ervn'. en la
curva de titulacion del anti-TC px idoenely bajo, enun 37 . contra las
peripl: Aticas de C. jduul (Fig 88). sin embargo, en la inmunotransferencia (Fig 9).
se observa una ividad débdil, p no sélo, en el pico E (con actividad biolsgica) sino

también en el pico B, probablemente porque algo de la 10xina comicnza a salir en ese pico, pero
su actividad no s¢ detectd por la baja concentracion en la que esti ¢ T el Yy
de inhibicion de Ia actividad biolGgica empleando el suero anti-TC, que b, i

tienen poca similitud estructuratl. Aunque, habré que considerar que este anflisis depende del
caso, el suero hiperinmune producido

policl i emg en los 1y en

i 7 les de la ina de colera. ya que ésta s¢ presemos intacta en el

ELISA y en el emayo de actividad bioldgica en células CHO, en domde fue capaz de mmbu' su
" pero e Nirseal 1ap fue a .

desnaturalizantes (calor, B—meruptoennoly SDS) en lo: geles de poliacrimmida que sirvieron de

basc para los yos de ia. Otro tipo de 7 por un anti-

subunidad B de la toxina de célera Qque solo P i al sitio

. ha podi que la ividad contra la

de reconocimiento de la toxina con el
protweina de 66 kDa, recuperadaen el pico E, es mejor que la presentada por el anti-TC.*° Todo

€sto lpoya Ia himude que la similitud estr ! cntre i se sélo a sitios

P " Ad Kt in y cols.** han cl cnudo de
Campylod ¥ su relacion con la toxina termolibil de E.coli (LT) y la de Vibrio clmlnuc
afi q;.neh imil de la ina de G lob, ¥ la LT es de un 65 % micntras que
con la de célera es de un 48 %, asi Qque seria imp estos Yy con un
anti-LT.

La actividad biolSgica de una ina puede ) f tanto cn ensayos in vitro, empleando
cultivos cel como en yos in vivo. En el pnmcro. se pucde analizar en forma adecuada
los bios i que di b il ecnia célula. por e)emplo

Jond ién. lisis, di i6n, etc.; o bien, i d de
mmluum(AMPc Ca*?) que, 1as al i picasy que p i xpli

Bi

do por una toxina. Sin embargo. en ensayos in vivo, sc

o sugerirel
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1 da por la toxina, porque en ellos se logra la participacion de

h fisi L3 - L
tejidos. células y por ejemp en que
i i de imales de lab io. se p observar mediante microscopio, el
P L de las célul piteli si i alguan dafto morfoldgico, si existe la
lab ion de i de las del si i si existe libs ién de
diad biog 0 il De ahf la importancia de realizar el andlisis del efecto
biologi de Ia toxina en i6 i yos con lineas cel como las céh CHO
¥y en ensayos in vivo como el de asa ligada de rata.
En este jo de tesis emp s yos de actividad biojdgica similares a los que se |
han descrito para otras toxinas con las que se ha Ia de Ce 34
qQue, particularmemte, fueron tiles para i el p de p i y evaluar su
rendimiento. Por lo que, i el p iolog
por la toxina de cdlera, el cual ha ndo nmdi.do nmplumeme y podria ser til p;n realizar
gias con los esta
La toxina de colera esté p por una i A(AlyAZ)yumsubunidndB.
esta Bl esh P érica. La i6n bioquimi da por esta toxina es la activacion
de la adenil i 3 la ADP-ribosilaciénde Ia subunidad alfa-s, la cual junto con las
bunid. betay i alaproteinaGs. La i6onde ADP-rib i catalizada
por la region Al de la toxina do un dinuclettido de ni ida y adenina (NAD) como
Enesta iciSnal da Ia subunidad alfa-s esti Ia actividad de 1a sdenilato ciclasa

¥y provoca un incremento del AMPc que a su vez estimula la apertura de canales idnicos, como
los dec cloro. El efecto fisiolégico a nivel del intestino causado por la TC y que provoca el

incremento de AMPc, se observa di en las células de la dad el de
las células de la cripta. En las pri hay una di i6n cn l1a ab i6 de Na* (y de CI’
1} i Que las células de la cripia experi un en ia

excrecion de CI'. En el proceso global, el incremento de AMPc activa la secreci6n de Cl' y la
de Ia ab: ion de sodio, por lo que el agua fluye pasi alafuz i ¥y coste

fluido i libre de p es ricoen Nl K‘ Cl-y CO, 2. £ e
de que la TC causa ia lib ionde S-hi ). 1a cual i entre otras
cosas. la K i6én de pr landina E, que conmbuyc al flujo en el intestino delgado.”

Ahora bien, en este trabajo empleamos células CHO, en las cuales observamos que el
cn la célula cxpuesta a l1a toxina de C. jefuni cs parecido

cfecto de alargami que se

al provocado por Ia toxina colérica (Fig 7B y 7D), alos bios morfolégi que se
p enelci quel no provoca Ia formacién de “hilos alincados™, sino células,

cn gencral, de mayor y 8 en los En otros trabajos. incluso
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ESTA TES!IS N3 DEBE
SALIR DE LA Bi3LISTECA

se ha reportado que 1a toxina de C jgjuni causa e! incremento de AMPC en lincas celulares.'”- **
pr este i no p ta mi da de con b

toxinas.
En el ensayo de asa ligada de rata fue curioso notar que el efecto del extracto crudo

toxi (pr perip icas)de Cjejuni, provocs la p ia de célul en
el fluido i inal, quizé, ido a la participaci de otros componemtes como ¢l
lipopolisacérido, o éste por 1a de car id (Tabla 3); o bien. por el efecto
sinérgico con otras proteinas que tienen actividad téxica. En contraste, con el pico E sélo se
observé la presencia de fluido no el lumen i inal; mi qQue con ia toxina
de célera el fluido se pahd de moco, p bl r se admini Ia toxina en una
de S ug/mL mi 1a reportada en otros lniculos’-‘ es de 4 ug/ mL. Otro estudio
bién ha il do las # en la actividad miocléctrica asi como los cambios
morfolégicos, en el i ino de } P al d filtrado de un cultivo de
Cjejuni.®
F este trab 6 un importante en ¢l proceso de purificacion de 1a
proteina, y potloumo.uride.nnuulkudpun gar el papel re) dela i
de Camp en la virul del i De csta mancea algums de las
penpectivn que se proponen, serd ¢l contar con otras her como: pos
P y 1 que nos p i p-ei. i la ional de 1a
étodos de i6n de la toxina en cepas sil pr i de o
clim:o:. -] bwn. que ayuden a estudiar detallad elp bi ico en el que participa
ia toxina.

29




CONCLUSIONES

El mé de -afia de fil ion en gel, es do para Ja purificacién
P dela ina de Campylob

La emcrotoxina de Campylobacter esté p P i en el pico E,
que se caracterizé por poseer la actividad biolégi mis el da en células CHO

(15,000) y en asa ligada de rata (0.21 £0.04)

1a da con la ina posee un peso molecular de 66 kDa.

La similimd antigénica con la toxina de célera empleando un suero hiperinmunc

anti-TC, es baja, segun lo observado en los y i ELISA-
Gy ia, yenla ibicion de la actividad biologica en células
CHO.

El efecto provocado por la toxina de Campylobacter en células CHO, es similar
pero no idéntico al causado por la toxina colérica, sin embargo, cn ¢l ensayo de
asa ligada de rata ¢l cfecto de ambas toxinas fue semejante.
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