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RESUMEN

Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC) es un patógeno intestinal que causa

diarrea persistente y diarrea con sangre; principalmente en niños de países en

desarrollo. La adherencia y la producción de toxinas se consideran entre los más

importantes mecanismos de patogenicidad de la bacteria. Pet (Plasmid-encoded toxin)

es una toxina producida por cepas EAggEQ que ha sido involucrada en el daño al

intestino. Esta toxina posee un motivo de serina proteasa y muestra alta homología con

la familia de proteínas autotransportadoras de clase tipo V, de la subfamilia SPATE

("serine protease autotransportes of Enteróbacteriaceae"); secretadas por diferentes

bacterias patógenas.

Aunque diversos estudios han mostrado que tanto las cepas EAggEC

productoras de Pet, así como la toxina purificada, inducen rearreglos del citoesqueleto

e inducen efecto enterotóxico y citotóxico, los procesos intracelulares involucrados no

han sido dilucidados.

En este trabajo se muestra como las moléculas de espectrina y fodrina

(espectrina no eritroide), que forman parte del citoesqueleto membranal, son

degradadas por Pet. La toxina Pet se obtuvo del sobrenadante de cultivo de la clona

HBlOl(pCEFNl) (Escherichia coli HB101 que lleva el plásmido pCEFNl, el cual porta el

gen pet). La proteína se purificó por precipitación con sales y cromatografía en FPLC

(Mono S HR 5/5), y la secuencia de aminoácidos del extremo amino-terminal resultó

similar a la deducida del gen.

Para la caracterización de la actividad de Pet, sobre el esqueleto membranal de

la células, se utilizaron tanto membranas celulares aisladas como células vivas. El

efecto de Pet sobre membranas aisladas de células rojas sanguíneas de carnero,

analizado por SDS-PAGE, mostró degradación de las cadenas a- y (3- de la molécula de



espectrina. El efecto observado fue dosis- y tiempo-dependiente, como producto del

rompimiento de la molécula se generó una fracción proteica de 120 kDa. La identidad

de la molécula de espectrina/ así como la del subproducto de 120 kDa, se confirmó

mediante un ensayo de inmunotransferencia con anticuerpos específicos contra las

cadenas de a- y p-espectrina. El efecto de degradación sobre la espectrina/ inducido

por Pet, se observó en eritrocitos de diferentes especies, Al evaluar la actividad de Pet

sobre membranas purificadas de células HEp-2, HeLa, CaCo y Vero, se observó

degradación de la fodrina, el equivalente de la espectrina en células epiteliales. El

efecto de Pet sobre componentes del citoesqueleto se analizó en células vivas, los

resultados obtenidos confirmaron la degradación de la fodrina hasta las 36 h de

incubación. Por microscopía de fluorescencia, utilizando anticuerpos anti-fodrina

marcados con fluoresceina, se demostró que las células tratadas con toxina sufrieron

cambios en su morfología y distribución irregular de la fluorescencia. Además, se

evaluó la participación del motivo de serina proteasa en la actividad de Pet empleando

PMSF/ el resultado obtenido confirmó que el sitio activo de Pet se ubica en dicho

motivo. Una imitante sitio-dirigido de Pet (cambio la serina 260 por una isoleucina) no

indujo los efectos enterotóxicos y citotóxicos observados con Pet, ésta pierde la

capacidad para degradar la espectrina y la fodrina, lo que confirma que el motivo de

serina proteasa es el sitio activo de Pet. El efecto inducido por Pet sobre componentes

del citoesqueleto de la célula y el daño celular consecuente, sugieren una actividad

semejante al de las proteasas caspasas y calpainas, que están relacionadas con

apoptosis, evento definido como muerte celular programada.



INTRODUCCIÓN

Escherichia coli (£. coli) es un microorganismo anaerobio facultativo,

predominante de la microbiota del colon humano (1). La bacteria coloniza el tracto

digestivo dentro de las primeras horas de vida y se establece una asociación

benéfica con su hospedero. Theodore Escherích, bacteriólogo alemán, fue el

primero en aislar la bacteria a partir de heces de un infante y la llamó Bacterium coli

commune. E. coli es un microorganismo inocuo cuando está confinado al lumen

intestinal; su habitat natural. Sin embargo, cuando el huésped se encuentra en

estados de debilidad o inmunosupresión, o cuando la bacteria sale del tracto

gastrointestinal y coloniza otros órganos, pueden causar enfermedad. Es

importante señalar que en el proceso evolutivo de E. coli, en el cual ha jugado un

papel importante la transferencia horizontal de información genética, han surgido

clones de la bacteria que tienen la capacidad para causar un amplio espectro d_e

enfermedades. Las infecciones por E. coli puede ser limitadas a la superficie de las

mucosas o pueuen presentarse en diferentes órganos y tejidos. Tres síndromes

clínicos generales residían inherentemente de la infección por la bacteria: (i)

infección del tracto urinario, (ii) septicemia/ meningitis y (iii) enfermedad

diarreica. La participación E. coli como patógeno intestinal (1) fue reconocida hasta

la década de los años cincuenta del siglo veinte, más de medio siglo después de su

aislamiento e identificación inicial.

En el manual Bergey's incluye a este rmcroorganismo en la familia

Enterobactenaceae, dentro del género Escherichia. Aunque E. coli es la especie tipo,

actualmente se conocen otras cuatro: E. harmannii, E. blattae, E. vulneris y E.

fergusonni (2). Mediante la técnica de hibridación del DNA se ha demostrado que el

género Shigella está íntimamente relacionado con E. coli, pero la separación entre

las dos especies se mantiene por razones prácticas (2).



CARACTERÍSTICAS GENERALES

E. coli es un bacilo corto, Grana negativo, no esporulado, generalmente con

flagelos perítricos y fimbrias. Frecuentemente presenta una cápsula, por lo que

algunas cepas producen colonias mucoides. Es un anaerobio facultativo, crece en

medios de cultivo simples y sintéticos, donde utiliza glicerol o glucosa como única

fuente de carbono y energía. Fermenta la glucosa para dar ácido y gas. Los cultivos

en medio líquido de cepas lisas producen una turbiedad uniforme, mientras que

las cepas rugosas presentan un sobrenadante claro con un depósito granular de

crecimiento. Sobre medios sólidos, las colonias son circulares y lisas, con borde

bien definido. Al crecer la bacteria en un medio con eritrocitos lavados se observa

la producción de a- o fi-hemólisis, relacionadas con la producción de hemolisinas

(3).

E. coli es una especie que muestra gran diversidad antigénica, esto ha

permitido utilizar diferentes antí^enos para su tipifÉcaciór». La caracterización

serológica de la bacteria se realiza analizando 175 antígenos somáticos (O) y 56

flagelares (H). Mediante este procedimiento se pudieron establecer inicialmente los

grupos patógenos asociado con la generación de enfermedad (4-7). Otros métodos

para caracterizar la bacteria son: tipificación por fagos (8), colicinas (9), antígenos

fimbriales (F) y capsulares (K) (10).

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

A semejanza de muchos patógenos de mucosas, E. coli, causante de

enfermedad en el intestino, sigue una secuencia de infección, y sus mecanismos

básicos de patogeniddad son de tres tipos: 1) Adherencia, ésta permite que la

bacteria pueda acercarse, pegarse y colonizar el epitelio de ciertas áreas del
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intestino; 2) Producción de proteínas bacterianas (toxinas); éstas son liberadas una

vez que la bacteria ha colonizado el intestino. Dependiendo de las características

de éstas, su efecto pueden ser la estimulación de secreción de agua y electrólitos

(enterotoxinas) o la destrucción celular (citotoxinas), entre otros; 3) Invasión, éste

mecanismo permite la reproducción bacteriana dentro del citoplasma de las células

epiteliales del intestino, con esta propiedad la bacteria evade los mecanismos de

protección del hospedero. La participación de cada uno de estos eventos celulares

conducen al daño de órganos y/o tejidos del hospedero (1).

Los factores de virulencia que poseen las cepas de E. coli causantes de

diarrea en conjunto con su distribución, epidemiología y los síndromes clínicos que

ocasionan han permitido clasificarlas en la actualidad (cuadro 1) en los grupos:,

Enterotoxigénico (ETEC), enteropatógeno (EPEC), enterohemorrágico (EHEC),

enteroinvasor (EIEC), y enteroagregativo (EAggEC) (11-13).

Las islas de patogenicidad (phatogenicity islands, PAIs) son elementos

genéticos inestables, adquiridos por transferencia genética lateral, que contribuyen

a la virulencia de las bacterias patógenas. Estas se asocian con genes de RNA de

transferencia o secuencias de inserción y, además, contienen genes con movilidad

potencial tales como genes de trasposasa e integrasa. Diferentes islas de

patogenicidad se han identificado en los grupos de E. coli patógenas (14).

E. coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

Las cepas ETEC elaboran al menos uno de los dos grupos de enterotoxinas:

toxina termolábil (LT) y toxina termoestable (ST). Estas cepas fueron primero

reconocidas como causantes de enfermedad diarreica letal en cerdos recién

nacidos. Las cepas ETEC son causa frecuente de diarrea severa en lactantes en



países en desarrollo (15-17), así como la causa más común de diarrea en individuos

de países industrializados que viajan a zonas menos desarrolladas del mundo;

síndrome conocido como diarrea del viajero (18).

La toxina termolábil es una proteína dimerica de 86.5 kiloDaltones (kDa) de

peso molecular, compuesta por dos subunidades conocidas como A y B; la

subunidad B es un pentámero que tiene la propiedad de unirse a las células del

epitelio intestinal a través de receptores celulares (gangliósido GM1) de superficie

(19). La subunidad A posee la actividad enzimática y tiene como función inducir

una adenosín difosfato ribosilación (ADP ribosilación), que da lugar al incremento

en los niveles de adenosín monofosfato cíclico (cAMP) intracelular, en

consecuencia, la proteína cinasa A dependiente de cAMP es activada, induciéndose

la fosforilación de canales de cloro localizados en la membrana apical de células

epiteliales. Los canales de cloro mayormente activados por LT son CFTR (20). El

resultado es la estimulación de la secreción de iones de cloro (Cl) de las células de

las criptas e inhibición de absorción de NaCl por las células de la punta de las

vellosidades intestinales. El incremento de iones en el lumen drena agua

pasivamente a través de la vía paracelular, resultando en una diarrea osmótica. Un

mecanismo alternativo, por el cual LT puede actuar, involucra las prostaglandinas

de las series E (PGEi y PGE2) y el factor activador de las plaquetas. La síntesis y

liberación de metabolitos del ácido araquidonico, tales como las prostaglandinas y

leucotrienos, también contribuyen a estimular el transporte de electrolitos y la

motilidad intestinal. Un mecanismo alternativo secundario involucra el sistema

nervioso entérico (SNE), el cual regula la motilidad intestinal y la secreción de

iones. La serotonina y el polipéptido intestinal vasoactivo estimulan la secreción de

las células epiteliales a través del SNE (21). Otro mecanismo que se ha descrito,

relacionado con LT, puede involucrar una respuesta inflamatoria intestinal, por

estimulación de citocinas, que activan el sistema inmune entérico y la generación



potencial de metabolitos del ácido araquidonico, que de manera consecuente

estimulen la secreción (22).

La enterotoxinas termoestable (ST) es un péptido de bajo peso molecular,

entre 1 a 6 kDa, no inmunogéiücas, que puede ser o no solubles en metanol y como

su nombre lo sugiere, resistentes al calentamiento (23-24). ST incrementa los

niveles de guanosín monofosfato cíclico (cGMP) al estimular la enzima guanilato

ciclasa (20, 24-25). Dicha actividad tiende a estimular la secreción de cloro y/o

inhibición de la absorción de cloruro de sodio, resultando en una secreción del

fluido intestinal. La activación de canales CFTR conduce a la secreción de iones Cl~

dentro del lumen intestinal. La respuesta secretoria a ST puede también involucrar

ía liberación de fosfatidilinositol y diacilglicerol, activación de proteína cinasa C

(PKC), elevación de los niveles de calcio intracelular y el rearreglo de

microfilamentos como la F-actina (20).

ETEC producen proteínas fimbriadas con las cuales se adhiere a receptores

celulares específicos. Hasta la fecha, se han descrito cuando menos 15 diferentes

tipos de estos factores adhesivos, tales como los CFAs Í26-27) v el Loneus (28). Al

igual que las enterotoxinas, la producción de los factores de adherencia en ETEC

están codificados en genes de plásmidos (26-30).

E. coli ENTEROPATOGENA (EPEC)

Cravioto y col. (31) observaron que diferentes cepas de E. cali tenían la

propiedad de adherirse a células HEp-2 en cultivo. Posteriormente, Scaletsky y col.

(32) y Nataro y col. (33) reportaron la existencia de diferentes patrones de

adherencia, definidos como: 1) Localizada, caracterizada por la formación de

microcolonias en la superficie celular; 2) Difusa, cuando las bacterias se adhieren
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en toda la superficie celular y 3) Agregativa, en ésta las bacterias forman cúmulos,

con apariencia de ladrillos apilados tanto en la superficie celular, como en el vidrio

de la preparación (32-33).

Las cepas EPEC se adhieren a las células HEp-2 en cultivo en un patrón de

adherencia localizado (31). La observación de necropsias de niños fallecidos a

consecuencia de diarrea severa, causada por estas cepas, muestra la destrucción del

epitelio del intestino delgado (34). El análisis por microscopía electrónica, de estas

lesiones, muestra como las cepas EPEC se adhieren a la membrana del enterocito

de manera íntima, observándose, además, destrucción importante de las

vellosidades intestinales (35).

Knutton y col. (35) propusieron que la adherencia de tipo localizado de las

cepas EPEC tiene dos fases: una inicial mediada por adhesinas de tipo fimbriado,

que permiten a la bacteria acercarse a sus receptores celulares y una segunda fase

de adherencia íntima. Esta última se relaciona con la destrucción del epitelio,

pérdida de las microveílosidades y la formación de imágenes en pedestal.

Girón y col. (36) encontraron que cuando una cepa EPEC se crecía repetidas

veces en agar sangre, ésta expresaba haces de fimbrias parecidos a los que elaboran

V. chóleroe y Neisseria gonorrhoeae. La presencia de estas estructuras se relaciona con

la capacidad de cepas EPEC para adherirse en forma localizada y para causar

diarrea en voluntarios humanos (37).

Diferentes estudios señalan que las cepas de E. coli, con adherencia de tipo

localizado, se aislan significativamente con mayor frecuencia de niños con diarrea

secretora aguda (15,38-39).



El factor involucrado en la adherencia localizada es una estructura

fimbriada de 7 nm de diámetro, la cual tiende a agregarse y formar un haz, por lo

que se sugirió el nombre pilis formadores de haces ("bundle-forming pilus", BFP)

(40). La codificación genética para la producción de estos haces está controlada por

genes presentes en un plásmido de 60 MDa, designado: plásmido que contiene el

factor de adherencia de EPEC (EPEC adherence factor, EAF) (37,40).

Un grupo de 13 genes localizados en el plásmido EAF es requerido para la

expresión y ensamblaje del BFP (41-42). La expresión y ensamblaje también

requiere un elemento regulador global de patogenicidad de EPEC llamado Per o

BfpTwv, y el gen cromosomal dsbA, que codifica para una enzima que contribuye a

la formación de puentes disulfuro (43).

Knutton y col. (44) y Baldwin y col. (45) han señalado que la adherencia

intima, de las cepas EPEC, da lugar a que se polimerice la actina del citoesqueleto,

como respuesta a un incremento en los niveles intracelulares de calcio y a la

activación de PKC. El proceso de adherencia íntima entre la bacteria y la

membrana de las células del epitelio intestinal, seguida de la destrucción de las

microvellosidades con alteración del citoesqueleto en el sitio de unión de la

bacteria, han sido denominados adherencia y destrucción (attaching-and-effacing,

A/E) (46-48). La composición de la lesión A/E contiene altas concentraciones de

filamentos de actina (F-actina), fenómeno que condujo al desarrollo del ensayo de

la tinción de actina fluorescente (FAS). En este ensayo, la faloidina marcada con

isotiocianato de íhioresceina (FITC) combina específicamente a los filamentos de

actina de células epiteliales cultivadas, directamente debajo del sitio de adherencia

de las bacterias (44). En adición a la F-actina, la composición de la lesión A/E

incluye otros componentes del citoesqueleto tales como a-actinina, talina y la

cadena ligera de la miosina (49).



La adherencia de EPEC a las células epiteliales induce una variedad de vías

de trasducción de señales en las células eucariontes. Los genes responsables para

esta actividad de señales de trasducción están codificados sobre una isla de

patogenicidad de 3.5 kb, en el cromosoma bacteriano, llamada locus de destrucción

del enterocito (LEE, locus oí enterocyte effacement), el cual codifica para un

sistema de secreción tipo III (sep y esc), para múltiples proteínas que son secretadas,,

así como para la adhesina bacteriana llamada intimina y el receptor para la misma

intimina que recibe el nombre de Tir (receptor de intimina traslocado) (50).

La fase íntima de adherencia, posterior al esfacelamiento de las

núcrovellosidades intestinales, está relacionada con la producción de la mtimina,

proteína de membrana externa de 94 kDa (51-53). La producción de esta proteína

está controlada genéticamente por el locus eae (E. coli attaching and effacing),

dentro de isla de patogenicidad LEE.

Tir, el receptor para la intimina de EPEC, es una proteína de membrana de

90 kDa (Hp 90) se expresa sobre la superficie de las células epiteliales. El gen que

codifica para esta proteína también se encuentra localizado en la isla de

patogenicidad LEE de EPEC. Después de ser sintetizada por la bacteria, Tir es

traslocada a la célula epitelial a través del sistema de secreción tipo lü, es necesario

que esté fosforilada en residuos de tiiosina para funcionar como receptor (54).

Al menos cuatro proteínas son secretadas extracelularmente por EPEC, tres

son esenciales para el evento histológico de A/E, Las proteínas que participan en

el proceso de transducción de señales, esenciales para el fenotipo A/E son : EspA

(25 kDa), EspB (38 kDa) y EspD (40 kDa) (1, 50, 54). La cuarta proteína llamada

EspC (110 kDa) muestra homología con otras proteínas secretadas del grupo de

autotransportadoras, de tipo V, de la subfamilia SPATE (serine protease



autotransporters of Enterobacteriaceae), ésta no participa en el proceso de

transducción de señales y su función principal no ha sido dilucidada aún (55).

Para la expresión del locus LEE se requiere de ciertos genes presentes en el

plásmido EAF, el cual tiene la información que codifica para la adherencia

localizada y para la producción de haces de fimbrias en algunas cepas EPEC (47-48,

51, 53)

Los cambios bioquímicos relacionados con estos procesos son los que

probablemente inducen a la célula intestinal a secretar agua y electrólitos (cloro y

potasio); al espacio intraluminal. El efecto fisiológico secundario a estas

alteraciones/ así como la deficiente absorción de líquidos por la falta de

microvellosidades en segmentos importantes del intestino, son los principales

responsables del cuadro de diarrea.

E. coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)

EHEC incluye cepas de diferentes serotipos que presentan las mismas

características clínicas, epidemiológicas y patogénicas del serotipo O157:H7;

considerado como prototipo de este grupo (11). EHEC se asocia con la

etiopatogenia de la colitis hemorrágica y el síndrome urémico hemolítico (56). Las

cepas responsables de estos cuadros tienen la capacidad para elaborar una o más

citotoxinas y son portadoras de un plásmido (50-70 MDa). En modelos animales

inducen distintas lesiones en la mucosa intestinal caracterizadas por el daño de

A/E; semejante al causado por las cepas EPEC (46-48,56).

Al igual que en EPEC, en cepas de E. coli O157:H7, está presente la isla de

patogenicidad LEE de 35 kb, la cual confiere el fenotipo A/E. Esta isla de



patogenicidad contiene genes que codifican para la intimina Tir, para las proteínas

secretadas EspA, EspB y EspD, y para una vía de secreción tipo III. Se ha

identificado un locus cromosomal llamado eae, cuya expresión es regulada por

genes presentes en el plásmido. Este locus codifica para la proteína de membrana

externa llamada intimina, la cual confiere a la bacteria la capacidad para adherirse

e inducir el efecto de destrucción de las microvellosidades (53, 47-48). El receptor

de la intimina es la proteína denominada Tir, semejante al encontrado en EPEC.

También, se ha identificado una serina proteasa extracelular, llamada EspP (57), la

cual está codificada por un plásmido de EHEC O157:H7. El gen espP consiste de un

fragmento de lectura abierto de 39,000 bp que codifica para una proteína de 1,300

aminoácidos. EspP es sintetizada como un largo precursor, el cual es procesado en

el N- y C-terminal durante la secreción. Esta proteína puede ser agrupada dentro

de la familia de autotransportadores tipo V. La secuencia de aminoácidos deducida

del gen espP muestra homología con varias proteínas secretadas o proteínas

expuestas en la superficie de bacterias patógenas, en particular EspC de EPEC y la

proteasa de IgAl de Neisseria ssp. y Haemophüus influenzae. EspP está ampliamente

distribuida en cepas EHEC de los serogrupos O157 y O26. El análisis funcional

demuestra que EspP es una proteasa capaz de romper pepsina A y el factor de

coagulación V humano. La degradación del factor V puede contribuir a la

hemorragia de la mucosa observada en pacientes con colitis hemorrágica.

Las citotoxinas que produce EHEC, por sus características antigénicas y por

su actividad sobre cultivos celulares; reciben dos diferentes denominaciones

aceptadas en la actualidad: citotoxina semejante a la de Shiga (3LT), por la

característica que tiene una de las variedades de cruzar antigénicamente con la

toxina de Shigeíla dysenteriae tipo 1 y el término de verotoxina (VT), por su efecto

citotóxico sobre monocapas de células Vero.
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Se conocen tres tipos antigénicos de las dtotoxinas, dos de ellas afectan

específicamente a humanos, refiriéndose como VT1 o SLT-I y VT2 o SLT-II (58), y

una variedad antigénica de VT2, que afecta a animales denominada VTe o SLT-IIv

(59). Estas toxinas tienen estructura y mecanismo de acción similar/ son proteínas

compuestas por dos subunidades. La conocida como A tiene la función enzimática

y se encuentra unida al oligómero B, que es un pentámero que tiene como función

específica: unirse a receptores presentes en la superficie celular (60-61). La

actividad específica de estas toxinas consiste en inhibir la síntesis de proteínas a

través de interferir con la unión del aminoacil t-RNA con la subunidad 60S del

ribosoma (62).

Scotland y col. (63) inicialmente y posteriormente otros investigadores (64-

65), observaron que los genes que controlan la expresión de la citotoxina era

mediada por fagos en estado lisogénico, integrados al cromosoma bacteriano.

Diferentes serotipos de EHEC se han relacionado con la etiología de la

diarrea esporádica en adultos, colitis hemorrágica, síndrome urémico hemolítico y

púrpura trombocitopénica (66-69). Estos padecimientos se han observado con

mayor frecuencia en países con climas templados como son: Estados Unidos,

Canadá, Inglaterra, Argentina, Australia y Alemania; entre otros (66-70). Los

serogrupos involucrados son diversos, encontrándose más frecuentemente: O26,

Oll l , O121,0145 y particularmente O157 (66-71).

En México, Cravioto y col (69) encontraron que este tipo de

microorganismos sólo se relacionan con diarrea de tipo secretor, leve o moderada.

Los serogrupos identificados en este estudio, incluyen además de algunos de los

observados en otras partes del mundo, otros como O119 y O128.
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E. coli ENTEROINVASORA (EIEC)

Las cepas EIEC tienen características bioquímicas, genéticas y patogenéticas

relacionadas con las del género Shigella, agente etiológico de la disentería bacilar. A

semejanza del género Shigella, las cepas EIEC son generalmente lisina

descarboxilasa negativas, no móviles y no termentadores de la lactosa (72).

Estudios basados en el análisis de híbridos de una cepa de E. coli K12 con

Shigella flexneri (S. flexneñ) 2a, demostraron que, por lo menos, dos regiones del

cromosoma de estas bacterias son indispensables para la virulencia: una es el locus

kcp, que se relaciona con la capacidad de S. flexneñ para producir

queratoconjuntivitis y otra es una región cercana al operón de la histidina, que

codifican para los antígenos somáticos O (73).

Para que estas bacterias invadan y se multipliquen en el interior de las

células, se requiere que posean un lipopolisacárido liso,- ya que las cepas rugosas

son incapaces de producir queratoconjuntivitis en la cornea de cobayo (Prueba de

~ " ~ " 7 / V •*•/•

Diversos estudios han concluido que, además de los genes cromosomales

involucrados en la virulencia de estas bacterias, son necesarios locus

extracromosomales (75-76). Se ha podido establecer que un plásmido de 140 MDa

presente en las cepas de EIEC y de Shigella, es indispensable junto con los genes

cromosomaies antes señalados para conferir el fenotipo invasivo a estos

microorganismos.

En Shigella spp., cuatro distintos elementos semejantes a islas de

patogenicidad (phatogenicity islands-like, PAI-like) han sido identificados (77).

Esos incluyen el grupo de genes de naturaleza plasmidica tnxi-spa, la recientemente



descrita isla de patogenicidad SHI-2 (SHI-2 PAI), que codifica para el sistema

aerobactina de captación de hierro, un elemento semejante a isla de patogenicidad

(PAI-like), que codifica múltiple resistencia a antibióticos en Shigelía flexneri 2a y la

isla de patogenicidad she (she PAI) de S. flexneri 2a (77). A semejanza de otras islas

de patogenicidad, she PAI es un locus cromosomal inestable, que se deleta

espontáneamente a una frecuencia de KH-IO6. Esta isla lleva un número de genes

con funciones establecidas (putativos) en virulencia bacteriana. El gen she o píe

("protein involved in intestinal colonization", presente también en cromosoma de

E. coli enteroagregativa), codifica para una proteasa autotransportadora tipo V, de

la subfamilia SPATE, con actividad de mucinasa y hemaglutinina; los genes setlA y

setíB que se encuentran sobrelapados sobre el gene she o pie, codifican las dos

subunidades de la enterotoxina ShETl; el gen sigA codifica para otra proteasa, la

cual presenta alta homología con el gen pet ("plasmid-encoded toxin", de origen

plasmídico en E. coli enteroagregativa), también de la subfamilia SPATE. La

proteína SigA posee actividad citopatica, que contribuye a la acumulación de

fluidos intestinales (77).

La participación patogénica de la toxina de Shiga, en el caso de Shigelía

dysenteteriae (S. dysenteriae) tipo 1, o toxinas semejantes en el caso de S. flexneri y

EIEC, no es muy clara. Estudios histológicos realizados por Hale y Formal (78)

mostraron que las cepas de Shigelía se establecen en las células epiteliales,

causando destrucción de la mucosa y la formación de abscesos. Estas alteraciones

fueron atribuidas a la acción de las citotoxinas, cuya actividad específica es la

inhibición de la síntesis proteica (79). Sin embargo, San-Sonetti y col. (80), al

realizar estudios cinéticos de crecimiento intracelular, demostraron que cepas de E.

coli que tenían el plásmido de 140 MDa, pero que no producían la toxina semejante

a la de Shiga, presentaron un crecimiento mucho mayor que una cepa altamente

productora de esta toxina.



Estudios epidemiológicos, realizados por Cravioto y col. (15, 81), muestran

que las cepas EIEC se aislan con poca frecuencia de pacientes con diarrea y se

identifican preferentemente después del sexto mes de vida.

£. coli ENTEROAGREGATIVA (EAggEC)

Las cepas EAggEC derivan su nombre por la forma de adherencia que

presenta en células HEp-2 en cultivo (32-33). Esta adherencia se caracteriza por la

formación de agregados bacterianos, con una apariencia de ladrillos apilados

("stacked brick"), que se observa tanto sobre las células como en la superficie del

vidrio de la preparación (figura 1). La adherencia agregativa está relacionada con

la presencia de un plásmido de 65 MDa (33). Este patrón de adherencia fue descrito

por Scaletsky y coL (32) y por Nataro y col. (33). Mathewson y col. (82) observaron

que cepas de E. coli que se adherían a células HEp-2, pero que no pertenecían a los

serotipos de EPEC. se asociaron con enfermedad diarreica en adultos que viajaban

a México. Estos investigadores demostraron que una de las cepas era capaz de

causar diarrea en voluntarios adultos (83V En dicho estudio estas cepas de £. coli

diarrogénicas que se adherían a células HEp-2, pero con serotipos diferentes de

EPEC, fueron nombradas "£. coli enteroaderentes". Vial y col. (84) demostraron

que el prototipo de E, coli enteroadherente reportado por Mathewson y col.

presentaban el fenotipo agregativo.

EPIDEMIOLOGÍA

El grupo EAggEC ha adquirido relevancia en los últimos años por

considerársele responsable de cuadros de diarrea persistente (duración de 14 o más

días) en niños de diversas regiones geográficas, principalmente de países en
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desarrollo (12, 85-89). Diversos estudios epidemiológicos han demostrado que

existe asociación entre el aislamiento de EAggEC y la presencia de diarrea,

comparado con lo observado en individuos sanos (p<0.05). Bhan y col. (86) en un

estudio realizado en niños de 3 años de edad y menores, de una comunidad rural

en Anapur-Palla, al Norte de la India, reportó la asociación entre EAggEC y

diarrea persistente. En dicho estudio se encontró que en 18/61 (30%) niños con

diarrea, contra 20/201 (10%) de asíntomáticos, se aislaron cepas EAggEC. El

mismo investigador (90), en 1989, realizó en Nueva Delhi un estudio sobre diarrea

persistente en niños de 2 años y menores, en éste encontró en 18/92 (20%) de los

casos y en 6/92 (7%) de los controles cepas EAggEC.

Un estudio realizado en Fortaleza, Brasil (91), reportó que en niños menores

de 5 años con cuadros de diarrea se aislaba con mayor frecuencia cepas EAggEC

(20%) que de niños asintomáticos (5%).

En México, Cravioto y col. (39) en un estudio realizado en el Estado de

Morelos, observaron una estrecha asociación entre el aislamiento de cepas EAggEC

y la presencia de diarrea persistente en niños de 2 años o menos.

Otros estudios epidemiológicos que demuestran la asociación de EAggEC y

diarrea han sido realizados en países como Bangladesh (92), India (93-95), Brasil

(96-97), Irán (98), y Venezuela (99).

Sin embargo, Huppertz y col. (100) en Wurzberg, Alemania, realizaron la

primera descripción de casos de diarrea asociados con el aislamiento de EAggEC

en países industrializados. Este estudio se realizó en niños de 16 años y menores,

en los cuales se aisló EAggEC en 16/798 (2%) de niños con diarrea persistente,

contra ningún aislamiento de 580 niños asintomáticos.
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El primer brote de diarrea asociado con EAggEC fue reportado en un

cunero en Nis, Serbia (101). En éste, 19 niños fueron infectados por la bacteria,

presentando un cuadro grave de diarrea. Smith y col. (102) describieron un brote

de diarrea acuosa asociado a EAggEC, en 53 adultos, que ingirieron agua de la red

en un Centro de Conferencias en el Reino Unido. Pai y col (103) reportaron un

brote de diarrea acuosa, que afectó a niños y adultos, en el Sur de la India, la cual

se relacionó con EAggEC.

En México, Eslava y col. (104) reportaron dos brotes de diarrea asociados a

la infección por cepas EAggEC, en niños internados en la sala de nutrición del

Instituto Nacional de Pediatría. Durante estos brotes 5 niños afectados murieron a

consecuencia de la diarrea inducida por dos diferentes cepas de EAggEC.

Uno de los brotes más severos, asociados a la infección por EAggEC, fue

reportado por Itoh y col. (105) en Japón. En éste, 2,697 niños de 16 escuelas de Gifu

(Japón), se vieron afectados después del consumo de un desayuno escolar

contaminado con la bacteria.

La caracterización de EAggEC, mediante tipificación serológjca, no ha

resultado práctica debido a que existe una gran heterogeneidad en los serotipos de

las cepas de EAggEC, algunas de éstas presentan un antígeno somático diferente a

los que conforman el esquema de tipificación de E. coli (O?). Las cepas que se han

logrado tipificar incluyen una gran variedad de serogrupos, de los cuales los más

frecuentemente identificados son: O44, Ollláb, O86 y O126 (106-107). Un serotipo

que se ha considerado de los más comunes es O44:H18 (108). Al respecto, Smith y

col. (108) realizaron un estudio, en el que después de analizar 113 cepas con el

fenotipo de adherencia agregativa, aisladas de casos clínicos, de diversas regiones,

encontraron que todos pertenecían al mismo serotipo O44:H18. También, se ha
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encontrado en diferentes estudios (104-105) que cepas con el serotipo O?:H10

presentan el patrón de adherencia agregativa.

MANIFESTACIONES CLÍNICAS

Las características clínicas de la infección intestinal por EAggEC muestran

una diarrea secretora acuosa con moco, fiebre en bajo grado y en ocasiones vómito

(86, 94). La presencia de sangre en heces se ha reportado en un poco más de la

tercera parte de pacientes con diarrea asociada a EAggEC (39). Voluntarios

infectados con la cepa EAggEC O42 (O44:H18) presentaron diarrea escasa, con

moco, sin sangre ni leucocitos fecales ocultos; en este estudio se observó que todos

los voluntarios permanecieron afebriles. Durante este estudio se observó que el

periodo de incubación de la bacteria era de 8-18 horas (109). Por otro lado, en un

estudio en Anapur-Palla, en el norte de la India (86), realizado con niños menores

de 3 años, se encontró que la duración de la diarrea asociada con EAggEC era de

17 días. Recientemente, Steiner y coL (110) observaron que un porcentaje elevado

ele los pacientes infectados con cepas EAggEC, une estudiaron presentaban

lactoferrina fecal (un indicador sensitivo de leucocitos fecales) y niveles elevados

de IL-8 en las heces. Lo anterior sugiere que la infección por EAggEC puede ser

acompañado por una forma sutil de inflamación de la mucosa.

ESTUDIOS CON VOLUNTARIOS

Mafhewson y col. (83) desafiaron voluntarios adultos por vía oral con cepas

EAggEC, aisladas de un cuadro clínico, con lo cual se demostró que la cepa JM221

era capaz de producir diarrea. En otro estudio, Nataro y col. (111) inocularon 19

voluntarios adultos por vía oral, con la cepa EAggEC 17-2, a una dosis de 1010
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unidades formadoras de colonias (cfu). En este estudio se observó que sólo uno de

los voluntarios presentaba diarrea. En otro ensayo, realizado por el mismo Nataro

y col. (109), se inocularon cuatro grupos de 5 voluntarios adultos, con una de 4

diferentes cepas EAggEC Los resultados de este estudio mostraron que sólo una

de las cepas, designada como JPN10 (O42), causó diarrea en 3 de 5 adultos.

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

Para explicar el mecanismos por el cual EAggEC causa diarrea, se ha

recurrido a la observación de pacientes infectados, se han realizado estudios con

voluntarios, se han utilizado modelos con animales y se han realizado ensayos in

vitro. Con los resultados obtenidos, se ha propuesto un modelo hipotético que

comprende tres estados (1,112). El I, involucra la adherencia inicial de la bacteria a

la mucosa intestinal y/o a la capa de moco, a través de estructuras fimbriadas. En

la etapa II, se plantea la participación de un proceso que incrementa la producción

de moco, el deposito de una capa gruesa de moco en la que está incrustada la

bacteria, formando una biopelícuía. El estado ÍÍI, propone la elaboración de toxinas

y/o la inflamación (sugerido por las evidencias histológicas y moleculares), lo cual

conduce al daño de la mucosa y a la secreción intestinal. Aunque varios factores de

patogenicidad han sido propuestos, para explicar el daño intestinal producido por

EAggEC, hasta el momento no existe nada concreto al respecto.

Considerando los diferentes factores de patogenicidad que se han

identificados y utilizando el modelo de 3 etapas propuesto, uno de los elementos

importantes en la patogénesis de EAggEC es la adherencia. La adherencia de tipo

agregativo ha sido asociada con un plásmido de 65 MDa (33,84), éste codifica tanto

para un tipo de haces de fimbrias llamada AAF/1, de 2 a 3 nm de diámetro (113),

como para las fimbrias AAF/II (114), que son diferente en sus características
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antigénicas, morfológicas y de codificación genética con la fimbria AAF/1. En la

cepa EAggEC 17-2, AAF/I media la adherencia a células HEp-2, así como

hemaglutinación de eritrocitos humanos (113). Los genes para esta fimbria están

organizados en dos regiones sobre el plásmido de 65 MDa, separados por un

fragmento 9 Kb de DNA (115-116). Los genes de la región 1 codifican para el

componente estructural de la fimbria, el análisis de la secuencia de nucleótidos

sugiere que AAF/I está relacionado con la familia de adhesinas Dr (115). La región

2 codifica para un activador trascripcional de la expresión de AAF/I (AggR), éste

es miembro de la familia de proteínas Ara C, que combinan DNA (116). AAF/I son

fimbrias formadoras de haces pero que no muestran homología con miembros de

la familia de tipo 4 (116).

Se ha observado que la fimbria AAF/II media la adherencia de la cepa O42

a la mucosa de colon humano, en el modelo in vitro de cultivo de órganos (114).

AAF/II mide 5 nm de diámetro. Mutaciones en los genes AAF/II de EAggEC

ocasiona que la bacteria no se adhiera de manera importante a la mucosa del colon.

El análisis por hibridización con sondas de DNA sugiere que AAF/I y AAF/II

están cada una presentes en sólo una minoría de cepas EAggEC, lo que sugiere

que la colonización intestinal por esta bacteria puede estar mediada por más de un

antígeno fímbrial.

Por su parte, Knutton y col. (106) utilizando el ensayo in vitro de cultivo de

órganos, encontraron que las cepas EAggEC expresan cuatro tipos morfológicos de

fimbrias (observadas por microscopía electrónica), con las que se adhieren a la

mucosa del colon humano. A diferencia de lo observado en EPEC (89), EAggEC no

se adhieren íntimamente a la membrana de la célula.

Debroy y coL (117) han sugerido que una proteína de membrana externa, no

fimbriada, puede ser la responsable de la adherencia agregativa. Wai y col. (118)
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describieron una proteína de membrana externa de 38 kDa en cepas EAggEC, con

propiedades hidrofóbicas, que puede estar participando en la agregación

bacteriana y que favorece la colonización de grandes extensiones del epitelio

intestinal.

Se ha sugerido que la invasión celular pudiera ser otro mecanismo de

patogenicidad de algunas cepas EAggEC (119). Sin embargo, el análisis de

muestras de intestino humano no reportan que las cepas EAggEC se internalicen

en las células, por otro lado, las evidencias clínicas que sugieren que esta bacteria

sea invasiva no están bien fundamentadas (120).

CARACTERÍSTICAS HISTOPATOLOGICAS DE LAS LESIONES

INDUCIDAS POR EAggEC

Tickoo y col. (121) demostraron que cepas EAggEC de origen humano,

administradas vivas por vía oral a conejos, eran capaces de colonizar el intestinos

delgado y grueso, causando diarrea, acortamiento moderado de las vellosidades

intestinales y cariorrexis.

Estudios realizados por Vial y col. (84) demostraron que al inocular las

cepas EAggEC O42 y 17-2 en asas ligadas de la porción üeal de intestino de conejo

y rata, producían alteraciones histológicas semejantes a las causadas por cepas de

E. coli productoras de SLT; ensayadas en el mismo modelo. El daño observado se

caracterizó por acortamiento y necrosis hemorrágica de las vellosidades

intestinales, además por una respuesta inflamatoria intermedia, con edema e

infiltración de la submucosa por células mononucleares.

Tzipori y col. (122) realizaron estudios con un modelo animal en cerdos

gnotobioticos, a los cuales se les administraron las cepas EAggEC JM221 (aislada
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de un adulto con diarrea en México) y 17-2 (aislada de un niño con diarrea en

Chile); los resultados obtenidos mostraron la aparición de un cuadro diarreico e

incluso la muerte de algunos cerdos. El examen histológico del intestino mostró

hiperemia moderada de la porción distal del intestino delgado y del ciego, así

como dilatación de las vellosidades del intestino delgado, en ausencia de una

respuesta inflamatoria, además de agregados bacterianos junto con una matriz

mucoide sobre el epitelio intacto.

DIAGNOSTICO

La colonización por EAggEC es determinada por el aislamiento de la

bacteria de las heces de pacientes y al demostrar que presenta el patrón agregativo

en el ensayo de adherencia a células HEp-2 (31-33).

Un fragmento de DNA. de 1=0 K_b (Sau3a), derivado empíricamente del

plásmido de las cepas 17-2 y 042, ha sido utilizado como sonda para la detección

de cepas EAggEC. La sonda fue desarrollada por Braudry y col. (123) y muestra

alta especificidad, ya que hibridiza con el 89% de las cepas que fueron definidas

como EAggEC por el ensayo de adherencia a células. La secuencia de nucleótidos

de la sonda para adherencia agregativa representa un marco de lectura abierto

críptico el cual está adyacente al replicón del plásmido. Un ensayo de PCR

utilizando iniciadores derivados de la secuencia de la sonda para adherencia

agregativa ha mostrado sensibilidad y especificidad similar (124).
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MODELOS IN VTTRO

Estudios con cepas EAggEC: JM221, 17-2 y O42 (JPN10), realizados por

Hicks, Nataro y col. (120, 125), en el modelo in vitro de cultivo de órganos, de

biopsias de yeyuno, íleon y colon obtenidos de niños, observaron efecto citotóxico

severo sobre las células del colon. Los resultados refieren la presencia de

vacuolizadón de las vellosidades intestinales, ampliación de la apertura de las

criptas, la formación de grietas entre las criptas y desprendimiento de las células

epiteliales. Por otro lado, empleando células polarizadas T84 (derivadas de células

epiteliales humanas), las mismas cepas ocasionaron vacuolización de la membrana

apical, vacuolización subnuclear del citoplasma, en algunos casos separación del

núcleo del citoplasma que lo rodea y desprendimiento de las microvellosidades

(125).

TOXINAS

Los estudios antes referidos proponen la participación de factores tóxicos,

liberados por EAggEC, causantes del daño intestinal, por lo cual se procedió a

realizar su búsqueda de manera dirigida en las mismas bacterias.

Savarino y coL (126-127) reportaron que la cepa 17-2 elabora una toxina

termoestable de aproximadamente 10 kDa, ésta por sus características se denominó

enterotoxina termoestable 1 de EAggEC (EAST1). El gen que codifica para esta

proteína (astA) se localiza en el plásmido de 65 kDa, previamente mencionado

(126-127). Estudios posteriores mostraron que EAST1 incrementa los niveles de

cGMP y en el modelo in vitro de cámaras de Ussing se observó que produce

incremento en la corriente de corto circuito (debido a la secreción de líquidos), que

sugiere un efecto enterotóxico semejante al producido por la enterotoxina



termoestable de ETEC (STa). Estudios recientes muestran que EAST1 se expresa de

igual manera por los diferentes grupos patogénicos de E. coli, así como por cepas

no patógenas, lo que cuestiona su participación como factor de virulencia.

Baldwin y col. (128) observaron que el sobrenadante del cultivo de

diferentes cepa EAggEC, precipitado con sulfato de amonio, incrementaba los

niveles de calcio intracelular en células HEp-2. El factor identificado era una

proteína de 120-140 kDa que reaccionaba con anticuerpos preparados contra la

porción carboxilo terminal (RTX) de la hemolisina alfa producida por E. coli. Los

autores propusieron que esta proteína, a semejanza a la hemolisina alfa de E. coli,

era capaz de inducir la elevación del calcio intracelular libre, ocasionado por la

entrada de calcio extracelular, asociado con un proceso de fosforilación proteica,

probablemente originado por la acción de cinasas calcio dependientes. Heque y

col. (129) han reportado que las cepas EAggEC poseen actividad hemolítica por

contacto, aunque este efecto posiblemente es debido a la ct-hemolisina de E. coli

(HlyA), previamente reportada por Welch y col. (130-131). Knutton y col. (106) han

observado propiedades de hemolisina alfa en algunas cepas EAggEC, cuando se

realizaron ensavos de citotoxicidad en monocanas de células HEp-2 en cultivo.

Elliot y col. (132) propusieron que cepas EAggEC produce hemolisina alfa,

apoyados en observaciones realizadas en ensayos de hemolisis de eritrocitos,

sondas de DNA y anticuerpos monoclonales.

En un estudio reciente (104), se reportó la existencia de dos proteínas de alto

peso molecular (116 y 108 kDa) en los sobrenadantes de los cultivos del 40% de las

cepas EAggEC aisladas de niños con diarrea. Al evaluar la actividad de dichos

sobrenadantes en el modelo de asa ligada de intestino de rata (133), se observó que

se presentaba acortamiento de las vellosidades intestinales, hemorragia, necrosis y

ulceración del epitelio superior. Las alteraciones histológicas son semejantes a las
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descritas previamente en otros estudios, en los que se utilizaron cepas EAggEC

vivas.

El gene que codifica para la proteína de 108 kDa está localizado en el mismo

plásmido de virulencia de 65-MDa. Dicho gen fue clonado y nombrado pet, el

producto proteico, a su vez, recibió la misma nominación (Pet), por ser una toxina

codificada por plásmido ("plasmid-encoded toxin") (134). El peso molecular de Pet

se calculo a partir de la secuencia de la proteína que se dedujo del gen,

encontrando que es de!04 kDa. El gen que codifica para la proteína de 116 kDa se

localiza en el cromosoma, tanto de las cepas EAggEC, como en las cepas de Shigella

flexneri. Este gen se nombró she o pie (135), y el peso molecular deducido de la

proteína es de 110 kDa. La proteína codificada por éste gen se ha relacionado con

la colonización al intestino, por lo que se le denominó Pie por ser una proteína

involucrada en colonización al intestino ("protein involved in intestinal

colonization"). Ambas proteínas (Pet y Pie) mostraron alta homología con las

proteínas autotransportadoras de tipo V, todas ellas incluidas dentro de la

subfamilia nombrada SPATE, por sus siglas en ingles ("serine protease

autotransporters of Enterobacteriaceae"). Estas toxinas tienen como característica

común un motivo de serina proteasa y se han relacionado con las proteasas para

inmunoglobulina A de bacterias de las especies Neisseria y Haenwphilus.

Las proteínas autotransportadoras (136) poseen una estructura unificada

compuesta por la secuencia líder amino-terminal, la proteína madura secretada

(dominio pasajero), que posee los dominios funcionales, incluyendo el motivo de

serina proteasa (G256DSGSGV) y un dominio carboxilo terminal (beta) que forma

un poro barril-p para permitir la secreción de la proteína pasajera. El gen pet

codifica para una proteína de 1,295 aminoácidos, con una masa molecular

predecida de 140 kDa y un punto isoeléctrico de 6.71. El análisis de la secuencia de

aminoácidos deducida de Pet (GeneBank) muestra 58% de identidad (83% de
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similaiidad) con la proteína EspP de EHEC (57); 55% de identidad (70% de

similaridad) y 44% de identidad (60% de similaridad) con el producto del gen espC

de EPEC (137) y con SepA (138), la mayor proteína secretada de Shigella flexneri,

respectivamente. También, se observa homología significativa con otros miembros

de la familia de autotransportadores considerados como factores de virulencia

bacteriana, como es el caso de SigA, She y ShMu de Shigella, proteína que participa

en la invasión a los tejidos (77,136,138) y con Tsh, una hemagíutinina de cepas de

E. coli patógenas de aves (139).

La actividad biológica de Pet y Pie evaluada en el modelo in vitro de

cámaras de Ussing (140), con preparaciones de yeyuno de rata, reportó que Pet

incrementa la diferencia de potencial y la corriente de corto circuito, acompañado

de una disminución de la resistencia eléctrica. El estudio histopatológico de las

muestras de intestino mostró incremento de la liberación de moco, exfoliación de

células y desarrollo de abscesos de las criptas. Pie, por el contrario, no indujo

alteraciones electrofisiológicas sobre las preparaciones de intestino, sin embargo, se

ha reportado que posee actividad de mucinasa, induce resistencia al suero y posee

actividad de hemagíutinina (135).

Experimentos de infección con cepas EAggEC en el modelo de cultivo de

órganos (120) y en el cultivo de células TB4 polarizadas (125), mostraron que estas

bacterias inducen efecto vacuolizante de las vellosidades intestinales, ampliación

de la apertura de las criptas y formación de grietas entre ellas, así como

desprendimiento de las células epiteliales, vacuolizadón subnuclear del citoplasma

y, en algunos casos, separación del núcleo del citoplasma que lo rodea, además,

desprendimiento de las microvellosidades (120,125). Estos efectos sobre las células

sugieren actividad citotóxica de EAggEC, de cual Pet podría ser el componente

responsable.
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Experimentos en cultivos de células HEp-2 y HT29 Cl tratadas con Pet

(141), mostraron que las proteína induce alteraciones sobre el citoesqueleto de las

células. Los efectos observados en ambas líneas celulares consistieron en: liberación

del contacto celular focal del substrato del vidrio, redondeamiento y

desprendimiento de las células; aunque la vialidad de las mismas se conserva. Al

emplear faloidina marcada con fluoresceina, para analizar las células tratadas con

Pet (44), se observó contracción del citoesqueleto y disminución de las fibras de

estrés (141). El empleo del inhibidor específico de serina proteasa,

fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), mostró ausencia de los efectos citopáticos

inducidos por Pet. La participación del motivo de serina proteasa, en la actividad

citotóxica de Pet, se corroboró al utilizar el producto de una clona a la que se

indujo una mutación puntual en el sitio catalítico de la enzima y cambiar el residuo

de serina proteasa por isoleucina (S260I). La proteína mutada no indujo las

alteraciones celulares descritas previamente cuando se utilizó Pet.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Pet es una proteína de alto peso molecular (104 kDa), cuyo gen (pet) se

encuentra localizado en el plásmido de 65 MDa de EAggEC. Esta proteína es

elaborada por un alto porcentaje de las cepas EAggEC que se aislan de pacientes

con diarrea (133,142-143). Pet tiene actividad citotóxica sobre monocapas de células

epiteliales y sobre cultivo de órganos de intestino y colon. Por otro lado, se ha

observado que Pet se internaliza a las células (144) e induce alteraciones celulares,

incluidos cambios en la morfología celular (alargamiento y redondeamiento),

disminución de las uniones intercelulares y desprendimiento de la monocapa de

células. Las alteraciones observadas en la membrana celular se caracterizan por

ampollamiento, vesiculación, destrucción de las microvellosidades y la perdida de

membrana citoplasmática. También, se ha observado que las alteraciones del
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citoesqueleto incluyen disminución de las fibras de estrés de actina y retracción del

citoplasma- Aunque se han descrito los efectos de Pet sobre células y tejidos, el

mecanismo específico por el cual altera las células epiteliales no ha sido descrito

aún. En este trabajo se presentan evidencias que indican que el daño celular

inducido por Pet podría estar relacionado con la destrucción de la espectrina y

fodrina (145-147). Ambas proteínas forman parte del esqueleto membranal (figura

2), espectrina en eritrocitos y fodrina en la mayoría de las células epiteliales, cuya

función principal es dar forma y sostén a la membrana celular, además de servir de

andamio, ya que están conectadas con la red de actina citoplásmica (148-149). Las

alteración sobre el citoesqueleto, de las células del intestino,, inducidas por Pet

podrían estar relacionadas directamente con los cuadros de diarrea ocasionados

por la infección con EAggEC.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad proteolítíca de Pet sobre el esqueleto membranal de

diferentes células e investigar la participación de esta serina proteasa en la

patogénesis de la diarrea producida por EAggEC

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Purificar Pet a partir del sobrenadante del cultivo de la clona HB101(pCEFNl).

2. Determinar la secuencia arnino-terrninal de la toxina Pet y compararla con la

secuencia deducida del gen pet.

3. Obtener anticuerpos policlonales contra la toxina Pet, para ensayos de

neutralización.

4. Evaluar la actividad proteolítica de Pet sobre las proteínas de membranas

purificadas de eritrocitos y células epiteliales.

5. Caracterizar la actividad proteolítica de Pet sobre las moléculas de espectrina y

fodrina.

6. Evaluar la participación del motivo de serina proteasa en la patogénesis de Pet,

utilizando inhibidores específicos y la mutante de Pet, en dicho motivo.

7. Obtener anticuerpos policlonales contra la molécula de espectrina.

8. Evaluar la actividad de Pet sobre la molécula de fodrina en cultivo de células

vivas.

9. Analizar mediante microscopia de fluorescencia el efecto de Pet sobre la

distribución de fodrina de células HEp-2.
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HIPÓTESIS

Pet induce rearreglos en el citoesqueleto, los cuales alteran la membrana de

las células intestinales, dichas alteraciones probablemente están

relacionadas con la degradación de alguna de las proteínas que conforman

el citoesqueleto membranal.
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MATERIAL Y MÉTODOS

BACTERIAS

Las características de las cepas utilizadas utilizadas en este trabajo son las

siguientes: la cepa HB101(pCEFNl), construida por clonación del gen pet de la cepa

EAggEC 042 (O44:H18), dentro del sitio BamHI/Kpml del plásmido pSPORTl y

expresado en E. coli HB101 (134); La cepa HB101(pCEFN2) construida al inducir

una mutación dirigida en el gen pet para cambiar un residuo de serina por

isoleucirta (S260I) y obtener una proteína imitada en el motivo de serina proteasa

(141). Las cepas bacterianas se conservaron en medio de Dorset, su pureza se

comprobó cultivándolas en medio de gelosa sangre y Mac Conkey y mantenidas

en agar y caldo Luria con 100 pg/ml de ampicilina.

OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS

Para la producción de Pet y de la proteína muíante (S260I), las cepas

HBlOl(pCEFNl) y HB101(pCEFN2) se crecieron en caldo Luria. Ambas clonas se

sembraron previamente por separado en cajas con agar Luria y del cultivo

obtenido se inocularon tubos con 5 mi de caldo Luria, que se incubaron por 4 h a

37°C (agitación continua). De estos tubos se tomaron 100 ¡al y se inocularon

matraces con 100 mi de mismo medio y se incubaron durante 18 h a 37°C en

agitación continua (150 r.p.m.). Los cultivos se centrifugaron (12,000 X g) durante

30 min. a 4°C, el paquete bacteriano se descartó y el sobrenadante se precipitó con

sulfato de amonio/ a una saturación de 75% (470 g de sal/1). El sulfato de amonio

se adicionó al sobrenadante libre de bacterias, con agitación suave hasta su total

disolución, para finalmente dejar en reposo durante toda la noche a 4°C (150). El

precipitado se colectó por centrifugación a 12,000 X g (30 min. a 4°C).
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Posteriormente, se resuspendió con solución amortiguadora de fosfatos de sodio

0.07 M pH 8.2 (151), se colocó en membranas de diálisis para dializarse contra el

mismo amortiguador durante tres días, haciendo dos cambios por día (152). El

producto dializado se estabilizó con glicerol a una concentración final del 20%

(v/v) y se guardó en alícuotas a -20°C hasta su uso.

PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS

El precipitado obtenido en el proceso antes descrito se fraccionó con una

solución de fosfatos de potasio 3.5 M pH 6.8 (K1/K2) (151). Primero, se fraccionó a

1.15 M durante 18 h. El sobrenadante, que contiene la proteína Pet, se obtuvo por

centrifugación (12,000 X g durante 30 min. a 4°Q. El sobrenadante (1.15 M) se

fraccionó ahora a 1.75 M (K1/K2), durante 18 h. El precipitado (1.75 M), que

contiene Pet, se separó del sobrenadante (12,000 X g durante 30 min. a 4°C) y se

dializó contra el amortiguador de fosfatos de sodio 0.07 M pH 8.2 y después con

0.05 M Tris-HCl en 0.01 M EDTA.2Na a pH 8.0. Este prepedpitado (1.75 M) se

sometió a cromatografía (152=154), primero en una columna de intercambio

aniónico de Q-Sepharose (Pharmacia Fine Chemical No 17-0510-01) y

posteriormente se le realizó cromatografía de intercambio catiónico en FPLC en

una columna Mono S HR 5/5 (152-154).

La columna de Q-Sepharose tenía 1.4 cm de diámetro por 57.5 cm de largo,

la velocidad de flujo se ajustó a 50 inl/h para obtener fracciones de 10 mi. Para la

columna Mono S HR 5/5, la velocidad de flujo fue de 60mI/h y las fracciones de 1

mi.

Las columnas fueron equilibradas con amortiguador 0.05 M Tris-HCl en

0.01 M EDTA.2Na a pH 8.0. Algunas proteínas fueron eluidas en el mismo
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amortiguador y las fracciones proteicas retenidas por las columnas se eluyeron

aumentando la fuerza iónica del sistema con 0.5 M de NaCl.

Los perfiles de elución se determinaron utilizando una muestra de cada

fracción que se mezcló con el reactivo de Bradford (155) para obtener una reacción

colorida que se leyó a 575 nm en espectrofotómetro (Dynatech MR 580). Como

alternativa, las muestras se leyeron a 280 nm en un espectrofotómetro Génesis 2

(Spectronic Instruments).

Las fracciones proteicas obtenidas se estabilizaron con glicerol al 20% (v/v)

y se congelaron hasta su uso.

CUANTIFICACION DE PROTEÍNAS TOTALES

La concentración de proteínas de los productos obtenidos se determinó por

el método de Bradford (155), por microensayo en placa, con seroalbúmina bovina

j'fraCCiÓíí V^ COmO estándar L3 TQ

espectrofotómetro (Dynatech MR 580).

v̂  como estaríaar. i_.a reacciOR coiwnua ac uumu a ^ /^ nm di

ELECTROFORESIS EN GELES DE POUACRILAMIDA CON SDS

La toxina Pet purificada y la proteína imitante (S260I), se analizaron por

electroforesis convencional en una dimensión, bajo condiciones desnaturalizantes,

en geles de poliacrilamida con 0.1% (p/v) de dodecií-sulfato de sodio (SDS-PAGE),

en presencia de p-mercaptoetanol (152, 156). Las dimensiones del gel resolutor

(separador) fueron de 10 cm de altura por 1.5 mm de espesor (10 X 1.5). La
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corriente aplicada al gel concentrador fue de 100 V y de 200 al gel resolutor; en

ambos casos con el amperaje variable.

El desplazamiento de las proteínas en SDS-PAGE fue comparada con

marcadores pretefíidos de peso molecular conocido (157) (Sigma Kit No. MW-SDS-

BLUE).

Para analizar los perfiles proteicos los geles fueron teñidos con azul de

Coomassie R (Coomassie Brilíant Blue R, Sigma Chemical Co., cat No B 0630) y con

nitrato de plata (Sigma Chemical Co. Kit No AG-25, Silver stain) (152).

SECUENCIA AMINO-TERMINAL

La secuencia arrimo-terminal (N-terminal) de Pet se determinó por el

procedimiento de degradación de Edman (158), en un sistema automatizado, sobre

un secuenciador de proteínas de fase gaseosa (LF 3000; Beckman Instruments),

equipado con una línea para cromatografía líquida de alta resolución (Beckman

System Gold high-performance liquid chromatography, HPLC, system). El equipo

HPLC incluye una bomba modelo 126 y un detector diodo 168, fijado a 268 y 293

nm para señal y referencia, respectivamente, La columna HPLC usada fue de

Beckman Sherogel Micro PTH (2 por 150). Los patrones de secuenciación Beckman

fueron usados para el análisis.

Las muestras de proteína para su secuenciación fueron obtenidas por SDS-

PAGE y electrotransferidas sobre membranas de polivinilideno difluoruro

(Millipore Co.), como fue descrito por Towbin y col (159).
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CULTIVOS CELULARES

Monocapas de las líneas celulares HEp-2 y HeLa se cultivaron en medio

mínimo esencial (MEM), las células CaCo se cultivaron en medio Dulbecos

modificado (DMEM) y las células Vero se cultivaron en medio 199. Los medios

fueron suplementados con 10% (v/v) de suero fetal de ternera (inactivado a 56°C

por 30 min.), 2 mM de L-glutarnina, 10 mM de HEPES, 0.075% (p/v) de

bicarbonato de sodio y una mezcla de antibióticos (penicilina-estreptornicina a una

concentración final de 100 U/mg/ml). Las células se crecieron en atmósfera con

90% de humedad y en presencia de una mezcla de CO2:Oi (5%:20%; [v/v]); a

temperatura de 37°C Previo al ensayo de citotoxicidad, la monocapa obtenida se

lavó con PBS pH 7.4 en medio libre de suero fetal y antibióticos.

OBTENCIÓN DE MEMBRANAS CELULARES

Se utilizaron eritrocitos de bovino, ovino, equino, caprino y ave (pollo),

obtenidos por punción venosa. La sangre se mezció con solución anücoaguiante-

amortiguadora de Alsever's y los eritrocitos se lavaron con PBS pH 7.2, tres veces,

a 2,000 X g a 4°C. Para el caso de las líneas celulares se emplearon monocapas de

células HEp-2, Vero, Caco y HeLa, al igual que en el caso anterior, después de

lavar el medio de cultivo, se lavó en tres ocasiones con PBS. Posteriormente, las

células se desprendieron con solución quelante de Puck's (Puck's, Gibco BRL),

incubándose a 37°C por 10 min. Las células desprendidas se lavaron en tres

ocasiones con PBS a 1,000 X g durante 10 min., cada vez.

Una vez cosechados los eritrocitos y las líneas celulares se resuspendieron

en solución isotónica de amortiguador de fosfatos de sodio (310 mosM) y se

lavaron 3 veces por centrifugación a 1,000 X g por 10 min. (160). Los paquetes de
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células obtenidos se incubaron con solución hipotónica amortiguadora de fosfatos

de sodio (20 mosM), por 10 min., a 4°C. Las células tratadas se centrifugaron a

20,000 X g por 40 min. (4°C) para obtener las membranas celulares, que se

depositaron en el fondo del tubo, éstos se lavaron en tres ocasiones con el mismo

amortiguador y se recuperaron por centrifugación (20 min.) en las mismas

condiciones (20,000 X g). Las membranas se resuspendieron en el mismo

amortiguador, en el inínimo volumen posible. La concentración de proteínas se

determinó por Bradford (155) y se congelaron a -70°C hasta su uso.

EFECTO DE Pet SOBRE PROTEÍNAS DE MEMBRANA

Las membranas de eritrocitos de carnero y de células HEp-2 se incubaron

con diferentes concentraciones tanto de Pet, así como de la proteína matante

(S260I). Como control se utilizó un concentrado del sobrenadante del cultivo de la

cepa de E. cali HB101. Las mezclas de reacción fueron preparadas en un volumen

de 100 \ú, éstas contenían 10 p,g de membranas de eritrocitos o 100 ¡ig de

membranas células HEp-2 con concentraciones de 0,1 a 10 ug de las proteínas. Las

preparaciones se incubaron a 37°C durante diferentes tiempos: 0,3,6,12,18 y 24 h,

y se analizaron por SDS-PAGE a 37°C.

También, el mismo ensayo se realizó con eritrocitos de diferentes especies

animales (bovino, equino, caprino y de ave) y con diferentes líneas celulares (Hel.a,

CaCo y Vero). Muestras que contenían 10 fig de membranas de eritrocitos y 100 \ig

de membras de células epiteliales fueron tratadas con 5 ¡ag de Pet e incubadas por

24 h a 37°C. Las mezclas de reacción se analizaron por SDS-PAGE e

inmunotransferencia para determinar el efecto inducido por Pet.

35



En el mismo sistema y utilizando anticuerpos anti-Pet (IgG) de conejo, se

realizó un ensayo de neutralización de Pet para determinar su participación en el

proceso de daño a las proteínas de membranas del eritrocitos. La toxina Pet (5 ug)

fue incubada con IgG anti-Pet (5 jxg) durante 3 h y después se incubo con

membranas de eritrocitos (10 ug) para formar la mezcla de reacción.

ACTIVIDAD DE Pet SOBRE ESPECTRINA PURA

Espectrina purificada (Sigma Co, St Louis, Mo) se utilizó para determinar y

analizar el efecto de Pet sobre la molécula. Mezclas de reacción, preparadas en un

volumen de 20 pl, que contenían 2 jig de a- y (3-espectrina y 1 ug de Pet purificada

se procesaron de la misma manera como fue descrito para las membranas

purificadas.

ANTICUERPOS POLICLONALES

Para los ensayos de inmunotransferencia se obtuvieron anticuerpos en

conejos (Nueva Zelanda) inmunizados con las cadenas de a- y ^-espectrina (161).

El antígeno se obtuvo de membranas de eritrocitos de carnero que se separaron

por SDS-PAGE (6% de acrilamida). Los geles teñidos con azul de Coomassie

permitieron identificar las bandas correspondientes a las cadenas de a- y |3-

espectrina (240 y 220 kDa). Cada una de dichas fracciones se cortó del gel y se

homogeneizaron para inocular a los conejos. El inmunógeno se administró sin

adyuvante, cada 15 días, en un total de 5 dosis, por vía subcutánea, en el dorso.

Previo a la inmunización se tomaron muestras de sangre de cada uno de los

conejos para emplear estos sueros como controles negativo.



Concluido el proceso de inmunización los conejos se sangraron a blanco, la

sangre se dejó coagular durante varias horas a temperatura ambiente, se removió

el coágulo con un apücador de madera y se permitió su contracción durante toda

la noche a 4°C Al día siguiente, se centrifugó a 2000 X g durante 30 min. a 4°C y se

recuperó el suero del sobrenadante.

La fracción gamaglotwlina del suero se obtuvo por precipitación con sulfato

de amonio (150,152), inicialmente, al 50% (p/v) de saturación y, posteriormente, al

33% (p/v). La gamaglobulína precipitada se dializó contra PBS pH 7.4, a 4°C, para

eliminar el exceso de sulfato de amonio, haciendo dos cambios al día, de cuatro

litros cada uno, por 3 días. Las muestras se guardaron en alicuotas de 1 mi a -70°C

hasta su uso-

La especificidad de los anticuerpos obtenidos se evaluó al utilizar

anticuerpos anti-espectrina comerciales (Sigma Chemical).

EFECTO DE Peí SOBRE CÉLULAS HEp-2 EN CULTIVO

Monocapas de células HEp-2 en cultivo se desprendieron como fue

previamente descrito en el ensayo de obtención de membranas. Las células

desprendidas se lavaron y se ajustaron a una concentración de 3 X 105/mi en

medio Eagle modificado Dulbecco's (DMEM), con glucosa, pero libre de suero y

antibióticos. La suspensión de células viables se inoculó con Pet a concentraciones

de 10,50 y 100 ug/ml y se incubaron por 3,6,12,18, 24 y 36 h a 37 °C, en ambiente

húmedo y en presencia de 5% de CO2. Pasados los diferentes periodos de

incubación, las células se lavaron tres veces (15 min. cada uno) con PBS por

centrifugación a 1,000 X g por 10 min. a 4 °C. Después del último lavado se eliminó

el sobrenadante y el paquete celular se trató con amortiguador de Leammli para
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lizar las células. La concentración de proteínas de las muestras se ajustó a 30 ¿ig de

proteínas totales y se realizó SDS-PAGE.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Después de realizar la separación de las proteínas de las muestras por SDS-

PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Inmunobikm-N C, Millipore

HAHY 304 FO) de acuerdo al procedimiento descrito por Towbin y col. (159). La

solución de transferencia se preparó con 0.25% (p/v) de Trizma-base, 1.2% (p/v)

de glicina y 16.6% (v/v) de metanol. Se aplicaron 200 mA constantes a voltaje

variable, por 7 h, para geles de 10 cm de altura por 1.5 mm de espesor, y 2 h para

minigeles, bajo las mismas condiciones. Para determinar la efectividad de la

transferencia a la membrana de nitrocelulosa se trató con amido negro al 0.001%

(p/v) en 0.5% (v/v) de ácido acético glacial. Una vez visualizadas las proteínas, las

membranas se lavaron con Tween-20 al 0.05?̂  (v/v) en H2O destilada y

amortiguador 0.01 M Tris-Ha y 0.15 M NaCl pH 7.4 (TBS) en 0.05% (v/v) de

»»deii.-.£_v/ \ i i w i v » c c i ^ . J. aict- viauaiiAcir c± cicctu, ia» JJ.IC:JJ.LL»I¿IIUIÍ» M; uu.H^Ut:iU.oll CÜil

leche descremada al 5% (p/v) en TBS-Tween durante 1 h a temperatura ambiente.

Posteriormente, se lavó cinco veces (5 min. cada uno) con TBS-Tween. Después, las

membranas se incubaron con los anticuerpos de conejo anti-a y anti-P espectrína

(Sigma Chemical Co.), a una dilución de 10~2, en leche descremada al 5% en TBS-

Tween. Las membranas en presencia del anticuerpo se incubaron durante toda la

noche (12 h) a 4 °C y después se lavaron con TBS-Tween. La detección de la

reacción antígeno-anticuerpo se realizó con anticuerpos anti-IgG de conejo (162),

marcados con peroxidasa (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, Md),

diluidos en leche descremada al 5% en TBS-Tween (5 x 10"3); se incubó una hora

con el segundo anticuerpo y se lavó con TBS-Tween. Por último, se incubó durante

5 min. en 0.01 M Tris-HCl pH 6.8 (TB). La reacción se visualizó al agregar H2O2 en



presencia de 4-cloro-l-naftol, mostrándose bandas de un precipitado irtsohible

oscuro; la reacción se detuvo lavando con agua.

Para detectar la a-fodrina de células HEp-2 en suspensión, se emplearon

anticuerpos contra a-fodrina de cerebro, producidos en conejo (anticuerpo 9095

anti-fodrina de conejo/ gentilmente proporcionado por el Dr. R. Block), la

concentración de estos anticuerpos fue 100 ng/ml. La reacción en este caso se

analizó con anticuerpos anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa, diluidos en

leche descremada (5%) en TBS-Tween (1(H) y se visualizó por quirmoluminiscencia

(Western-light chemiluminescent reagent, Du Pont, NEN).

ALTERACIONES CELULARES INDUCIDAS POR Pet

Las células HEp-2 se obtuvieron como fue previamente descrito. Las células

mantenidas en suspensión se trataron con 5, 10, 50 y 100 (¿g/ml de Pet y se

incubaron durante 3, 6,12,18, 24 y 36 h a 37 °C. Las células tratadas (con la toxina

y los controles) se procesaron como previamente descrito, sólo que en este ensayo

se depositaron por goteo en portaobjetos y se dejaron secar a temperatura

ambiente.

En otro ensayo se emplearon monocapas de células HEp-2 con 10 u.g/ml de

Pet durante 3, 6,12,18,24 y 36 h a 37 °C, cada una de las monocapas de células se

lavó con PBS pH 7.4 frío por tres veces.

Las preparaciones de células se fijaron con glutaraldehido (3% en PBS pH

7.4) por 10 min. y se lavaron con PBS pH 7.4, frío, tres veces. Las células se

permeabjlizaron con Tritón X-100 (0.1% en PBS, pH 7.4) por 10 min. y se lavaron

con PBS pH 7.4, frío, por tres veces más.
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Para visualizar las alteraciones inducidas por Pet sobre las células se utilizó

microscopía de fluorescencia (163). Para ésta, las preparaciones se bloquearon con

albúmina sérica bovina (BSA) al 1 % en PBS por 10 min. y se lavaron con PBS pH

7A, frío. Las células se incubaron con los anticuerpos anti-a y anti-p espectrina

(Sigma Chemical Co.) a una dilución de 1O2 o con anti-a fodrina 9095 a la misma

dilución. Se incubaron por 1 hora, colocando las preparaciones en cámara húmeda

a 37°C, se lavaron con PBS pH 7.4, frío, poT tres veces y se procedió a tratar con

anti-IgG de conejo (producido en cabra) marcada con fluoresceina, diluido 10"2

(Kirkegaard & Perry Laboratories). Las preparaciones se observaron en

microscopio de luz y de epifluorescenria (Karl Zeiss) (163).

Se realizaron, además, preparaciones que se tiñeron con azul de Coomasie

(Sigma Chemical Co.), por 10 min. Y se destiñeron con una solución de 5%

metanol y 10% de ácido acético para observarlas en microscopio de luz (Karl

Zeiss).
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RESULTADOS

PURIFICACIÓN Y SECUENCIA N-TERMINAL DE LA TOXINA Pet

La proteína Pet se purificó a partir del sobrenadante del cultivo de la clona

HB101(pCEFNl), por tratamiento con sulfato de amonio y precipitación

fraccionada (1.15-1.75 M) con amortiguador de fosfatos de potasio (K1/K2). El

precipitado a 1.75 M con K1/K2 que mostró enriquecimiento de la proteína, al ser

sometido a cromatografía en columna, en Q-Sepharosa, mostró tres picos en el

perfil de elución (figura 3). En el primero eluyó la toxina Pet/ sin necesidad de

aumentar la fuerza iónica del sistema, observando aumento de la concentración

(figura 4). Este producto al ser sometido a cromatografía en HPLC (Mono S HR

5/5), mostró fracciones homogéneas, la toxina se retuvo en la matriz de la columna

y se liberó en el segundo pico del perfil de elución, al aumentar la fuerza iónica del

sistema (figura 4).

El rendimiento final del proceso de purificación de Pet fue de 3.14%,

obteniéndose 3.3 mg de proteína (cuadro 2). Con la proteína se procedió a

identificar la secuencia N-terminal para corroborar si era coincidente con la que se

dedujo previamente del gen (134). La secuencia obtenida

ANMDISKAWARDYLDLAQN, nos confirmó que era la previamente predicha a

partir de gen, por lo que se procedió a continuar con los ensayos de caracterización

de Pet

ACTIVIDAD DE Pet SOBRE MEMBRANAS DE ERITROCITOS

La actividad de Pet sobre células se analizó inicialmente utilizando

membranas de eritrocitos. Las membranas (10 [xg) se incubaron con cantidades
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crecientes de Pet (0.1 a 10 fig), en una mezcla de reacción (100 \ú) y se analizaron

poT SDS-PAGE. Los resultados obtenidos mostraron degradación de proteínas de

alto peso molecular (240 y 220 kDa). Por su movilidad electroforetica, estas

proteínas hicieron suponer que correspondían a las cadenas a- y p- de la molécula

de espectrina, respectivamente (figura 5). Durante la degradación de la las

proteínas de 240 y 220 kDa se observó la formación de una fracción de 120 kDa, el

cual se incrementa en relación al incremento de la concentración de Pet utilizada

(figura 5). La degradación de las proteínas de membrana de eritrocito es dosis y

tiempo dependiente, ya que a mayor tiempo de incubación la degradación de las

cadenas de 240 y 220 kDa fue más aparente (figura 6).

Para conocer si las fracciones proteicas de 240 y 220 kDa, degradadas por

Pet, correspondían a las cadenas de a- y p-espectrina, se realizó un análisis

comparativo de los patrones electroforeticos de las membranas de eritrocitos con

espectrina purificada. Los resultados mostraron el mismo perfil electroforetico, lo

que sugería que el blaco de Pet era la espectrina (datos no mostrados). Para

confirmar estas observaciones se utilizaron anti-espectrina en un ensayo de

iíuyunotransferencis. Con sste resultado se ^udo demostrar ^ue las buiidas de 240

y 220 kDa eran las cadenas de a- y P-espectrina, presentes en las membranas de

eritrocitos degradas por la toxina Pet (datos no mostrados).

La actividad específica de Pet sobre las cadenas de a- y p-espectrina se

confirmó al desafiar la espectrina comercial pura con Pet, en donde nuevamente se

observó la degradación de ambas cadenas y la formación del subproducto de 120

kDa, previamente referido (figura 7). El empleo de anticuerpos anti-espectrina

específicos demostró que el subproducto referido es una fracción de la espectrina

degradada, el cual se incrementa en relación directa a la degradación (figura 8).
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PARTICIPACIÓN DEL MOTIVO DE SERINA PROTEASA DE Pet

EN LA DEGRADACIÓN DE ESPECTRINA

Pet forma parte de la subfamilia de serina proteasas autotransportadoras

(SPATE) y no se sabe si el motivo de serina proteasa puede estar implicado en el

proceso de degradación de la espectrina. Para evaluar su participación se utilizó

PMSF (un inhibidor específico del motivo de serina proteasa), el cual se incubó con

Pet previo al ensayo de degradación. Como también se contaba con la cepa

HB101(CEFN2), que produce la proteína mutante de Pet (S260I), en el motivo de

serina proteasa, entonces se utilizó el sobrenadante del cultivo de ésta cepa para

realizar el ensayo de degradación de espectrina. Tanto la toxina Pet inocubada con

PMSF, como el sobrenadante de la cepa mutante HB101(CEFN2), no causaron la

degradación de la espectrina (figura 9). El ensayo de neutralización de la toxina

Pet, con anticuerpos específicos obtenidos de conejo, mostró cjtie el subproducto de

120 kDa no se forma y que la degradación de las cadenas de a- y fi-espectrina se

inhibe parcialmente. Aunque se observó la formación de subproductos, éstos

fueron de diferente peso molecular, sugiriendo que al inhibir el sitio activo, la

actividad de la toxina se neutraliza (figura 9).

Para establecer el sitio de rompimiento de la espectrina, inducido por Peî  el

subproducto de 120 kDa obtenido tanto de la degradación de la espectrina

purificada, como el correspondiente de la espectrina de las membranas de

eritrocitos, se analizaron para determinar su sucuenda N-terminal. El resultado

obtenido reportó la misma secuencia de la a-espectrina madura, lo cual sugiere

que el sitio de rompimiento ocurre hacia el sitio C-terminal.



EFECTO DE Pet SOBRE LA MEMBRANA DE CÉLULAS

EPITELIALES HEp-2

Para conocer si el efecto degradante inducido por Pet sobre la espectrina se

presentaba sobre su homólogo, la fodTina de células epiteliales, se realizaron

ensayos con membranas de diferentes líneas de células epiteliales. En un primer

ensayo se utilizaron células HEp-2, en éste se observó que la toxina Pet al igual que

lo observado con las membranas de eritrocitos degradaba proteínas de 240 y 220

kDa, que a su vez corresponden a las cadenas a- y p- de la fbdrina (figura 10)- Para

corroborar que el efecto de degradación era específico de Pet, se utilizo el

sobrenadante del cultivo bacteriano de la cepa HB101 (control negativo),

concentrado con sulfato de amonio. El tratamiento de las membranas de células

HEp-2 con éste no ocaáonó alteración en el perfil electroforetico, confirmando la

actividad degradante de Pet sobre la fodrina (figura 10).

La actividad de Pet sobre la espectrina/ fodrina es universal. Lo anterior se

demostró al ensayar membranas de eritrocitos de diferentes especies (bovino,

equino, caprino y ave), así como las correspondientes de diferentes células

epiteliales (HeLa, CaCo y Vero). Los resultados obtenidos al respecto mostraron la

capacidad de Pet de degradar las cadenas a- y p- de la espectrina de los diferentes

eritrocitos y células epiteliales (figura 11).

ACTIVIDAD DE Pet SOBRE CÉLULAS EPITELIALES VIABLES EN

SUSPENSIÓN

Con los ensayos previos se pudo demostrar la actividad degradante de Pet

sobre la espectrina y fodrina, sin embargo, con estos resultados no es posible

evaluar la actividad de la toxina en la célula integra. Para conocer si el efecto tóxico
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asociado a Pet, en células cultivadas, se relaciona con la degradación de fodrina.

Células HEp-2 en suspensión se desafiaron con diferentes concentraciones de Pet y

a diferentes tiempos. Para visualizar el efecto se utilizaron anticuerpos policlonales

preparados en conejo contra la fodrina de células de cerebro. Utilizando

inmiinotransferencia del lizado de las células tratadas con Pet, se observó que las

fracciones correspondientes a la a-fodrina empiezan a desaparecer a las 18 h de

incubación (figura 12A) y la degradación de ambas, a-fodrina y otra proteína de

220 kDa ((3-) se hace completa a las 36 h (figura 12B). Con el ensayo realizado no

fue posible observar productos de degradación específicos, sin embargo, una

fracción de aproximadamente 83 kDa se fue incrementando en relación al tiempo

de incubación (figura 12B). Como en todos los ensayos realizados, en éste se

observó que el efecto de Pet sobre la fodrina es concentración y tiempo

dependientes. Por el tiempo que se requiere para la degradación de ía fodrina, se

puede considerar que Pet requiere ser internalizada.

ALTERACIONES INDUCIDAS POR Pet SOBRE LA MEMBRANA
*~»T7T TTT A

Células HEp-2 en suspensión, tratadas con la toxina Pet y teñidas con azul

de Coomassie, al observarse por microscopía de luz mostraron alteraciones de la

membrana celular, que ocasionaba deformación de las células (figura 13B). El

efecto observado se pudo atribuir a Pet, ya que células no tratadas (figura 13A) y

otras tratadas con la proteína Pet mutada (S260I) (figura 13C) no presentaron

alteraciones morfológicas, manteniéndose su forma.

Células HEp-2 tratadas con Pet y analizadas con anticuerpos anti-espectriria

fluorescentes, mostraron, además de la deformación de las células, una

distribución irregular de la fluorescencia, lo que hace suponer que la fodrina se
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encuentra fragmentada (figura 13E). Cuando las células HEp-2 se trataron con el

sobrenadante de la mutante de Pet (S260I), las células no sufrieron alteraciones,

observadose como las células control (figura 13D y 13F).

Al igual que en los ensayos con membranas, el efecto de Pet sobre la fodrina

de células en suspensión es dosis y tiempo dependiente. La incubación con Pet

durante 36 h ocasiona cambios en la morfología celular, que confirma la

fragmentación de la fodrina (figuras 14B-14D, 14F-14H). Cultivos de células

incubadas durante el mismo lapso de 36 h presentan distribución homogénea de la

fluorescencia, lo que confirma que Pet es responsable del daño a las células

tratadas con la toxina (figuras 14A y 14E).

Para definir el tipo de alteración que ocaciona Pet sobre la fodrina de células

HEp-2 en monocapa, éstas se incubaron con 10 ng/ml y se observaron al

microscopio. Las principales alteraciones se presentaron en las uniones celulares a

partir de las 6 h de incubación, observándose hasta las 18 horas (figura 15), La

tinción con anticuerpos anti-fodrina mostró como la red de fodrina tiende a

hacerse más laxa en las células tratadas. La liberación de contactos celulares focales

del substrato de vidrio se observó a partir de las 12 h de incubación, mostrando

alargamiento y desprendimiento celular del vidrio. A Jas 24 h de incubación con la

toxina, la red de fodrina en las células tratadas se observó menos conservada y el

citoplasma se mostró colapsado (figura 16). Las células tienden a hacerse más

redondas y de mayor tamaño a las 36 h de incubación con Pet, el citoplasma se

observa en general más distendido y la red de fodrina se observa laxa y

discontinua, comparado con lo observado en las células control (figura 17).

Se estudió la viabilidad de las células (cuadro 3), en ésta se observó que las

células tratadas con la toxina a tiempos cortos y a dosis bajas (10 ng/ml) no

muestran alteraciones en su viabilidad, aunque si en la morfología. A
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concentraciones elevadas (50-100 ug/ml) y tiempos de exposición prolongados, la

viabilidad disminuye, ésto correlaciona con las dosis requeridas para inducir el

rompimiento de la fodrina y las alteraciones celulares.
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DISCUSIÓN

Diferentes estudios realizados con cepas EAggEC indican que estas

bacterias ocacionan daño celular importante. Estos trabajos refieren la probable

participación de una dtotoxina elaborada por la bacteria. En relación con esta

propuesta, se ha determinado que cepas EAggEC elaboran toxinas que inducen

diferentes efectos sobre células (84,104, 120-122,125, 127, 134-135, 140-141). En el

laboratorio, se han identificado dos proteínas de alto peso molecular que son

secretadas por cepas EAggEC, aisladas de pacientes con diferentes cuadros clínicos

(104, 133, 142-143). Diversos estudios han demostrado que Pet, una de las dos

proteínas, participan en el daño celular (104, 134, 140-141), caracterizado por la

formación de vacuolas, alteraciones de la morfología celular y rearreglos del

citoesqueleto (141). No obstante que se ha demostrado que la proteína participa en

el daño a las células, el sitio específico sobre el cual esta toxina actúa, para

ocasionar las alteraciones celulares, no se ha identificado.

En este trabajo se presentan resultados que muestran como Pet produce

rompimiento de las moléculas de espectrina y fodrina. Proteínas que forman parte

del esqueleto membranal, cuya función es servir de andamio a la red de actina

citoplásmica y de sostén a la membrana celular (147- 149). La espectrina contiene el

75% de la masa de las proteínas del esqueleto membranal en el eritrocito, en

proporción semejante se encuentra la análoga de espectrina (fodrina), distribuida

entre la mayoría de los tipos celulares. El esqueleto membranal basado en

espectrina es submembranoso, espacialmente limitado, formando un enrejado

bidimendional que combina a un subtipo de proteínas de membrana (148, 149).

Alteraciones directas sobre la espectrina o la fodrina, pueden explicar los cambios

celulares en el intestino durante la colonización por EAggEC (84,104,120-122,125,

127,134-135,140-141).
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Diversos estudios muestran como el citoesqueleto de las células es el blanco

de bacterias y parásitos patógenos (164^165). Al respecto, se ha descrito que el

protozoario Trichomonas vaginalis produce una cisteina proteasa que degrada la

espectrina. Esta proteasa, cuyo peso molecular es de 30 kDa, degrada la espectrina,

produciendo pequeños subproductos. El mecanismo por el cual se internaliza esta

proteína, al parecer se da por el contacto íntimo entre el parásito y la célula del

huésped, que produce una fusión de membranas, que facilita el evento. Al

respecto, también se ha propuesto que la internalizadón de la toxina se de a través

de la liberación de microvesiculas (166). El efecto de la toxina de T. vaginalis, sobre

cultivos celulares, se presenta como redondeamiento y desprendimiento de células,

conduciendo a la muerte celular (167). Esta propiedad para dañar la espectrina,

también ha sido reportado para los protozoarios intracelulares Plasmodium

falciparum y Plasmodium bergei (168).

En el trabajo se demostró también la importancia del motivo de serina

proteasa de Peí, para inducir degradación de la espectrina. Lo anterior se

determinó utilizando el inhibidor PMSF, específico para bloquear dicho motivo y

no observar la degradación de la fodrina/espectrina (figura 9). La participación del

motivo de serina proteasa de Pet, sobre la degradación de espectrina, se confirmó,

además, al utilizar la proteína muíante Pet S260I, que tiene modificado dicho

motivo (figura 9). Aunque el rompimiento de la espectrina inducido por Pet

generara un subproducto de 120 kDa, no se pudo establecer el sitio de corte, ya que

éste se encuentra hacia el sitio C-terminal. Lo anterior se confirmó al analizar la

secuencia de aminoácidos (N-terminal), del subproducto de 120 kDa, ésta fue la

misma reportada para la cadena de a-espectrina madura. Cuando se realizó el

ensayo de inhibición con anticuerpos anti-Pet, se observó que éstos neutralizan

parcialmente la degradación de espectrina (figura 9), sin embargo, el ensayo

permitió conocer que se forman subproductos diferentes al de 120 kDa, lo que

sugiere que la toxina reconoce más de un sitio sobre las cadenas de espectrina.
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La actividad de degradación, inducida por Pet, incluye a la espectrina y sus

análogos como la fodrina de células epiteliales (148-149). Lo anterior se determinó

al utilizar membranas purificadas de diferentes células epiteliales y observar la

degradación de la cadena a-fodrina (figura 11), lo que sugiere que éste es un

proceso amplio. La especificidad del efecto de Pet se demostró al utilizar como

control el sobrenadantes de la cepa HB101, precipitado con sulfato de amonio, el

cual no indujo ningún efecto sobre la espectrina y fodrina (figura 10). La actividad

de Pet sobre la fodrina no es un proceso que se de sólo en condiciones estáticas,

éste se presenta utilizando condiciones in vitro con células vivas. Esta observación

apoya la posible participación de Pet en el daño celular del intestino, en individuos

infectados con la bacteria (104,147). Al utilizar membranas purificadas de células

HEp-2, tratadas con Pet, no se observa la formación de subproductos, esto

probablemente se debe a la. gran cantidad de proteínas de membrana que se

obtiene, lo que dificulta una adecuada visualización (figura 10). Sin embargo,

utilizando el ensayo con células en suspensión, tratadas con Pet y analizado las

muestras por inmunotransferencia, con anticuerpos anti-fodrina, se observó el

incremento de una fracción proteica de aproximadamente 83 kDa (figura 12). No se

nudo senarar psta frarrión nava rlptprminíir su «prupTiria lo nvt& hiií-iiara nt^rm\\Tí^c\

establecer de manera contundente que es subproducto de la fodrina.

La actividad de Pet, en todos los ensayos, demostró que ésta es dosis y

tiempo dependientes. Esta observación podría estar relacionada con la diarrea de

tipo persistente, ya que a mayor tiempo de estancia de la bacteria, mayor

producción de toxina y mayor daño celular, que ocasiona trastornos en los

procesos de repitelización, prolongando la duración de la diarrea.

La degradación de la fodrina en células en suspensión no se observa a

tiempos cortos, esto apoya que la toxina debe internalizarse (144) y activar cinasas

intracelulares antes de que se de el evento de degradación de la fodrina.
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En un estudio previo (141) se describe que células HEp-2 y HT29 Cl

tratadas con Pet presentan cambios en su morfología y alteraciones sobre la

membrana citoplasmática. Sin embargo, no se menciona cual o cuales pueden ser

los efectos directos de la toxina que ocasionan dichas alteraciones. Los estudios de

microscopía de células en suspensión, tratadas y no tratadas con Pet, así como con

la toxina muta da S260I, muestran que el daño al citoesqueleto origina la

deformación celular (figura 13). Por su parte, el ensayo de inmunofluorescencia

con anticuerpos anti-espectrina permitió confirmar la participación de Pet en la

alteración del citoesqueleto, relacionado principalmente con la degradación de la

fodrina (figuras 13-17).

Para establecer que la disminución en las fibras de estrés, observada en

células HEp-2 y HT29 Cl tratadas con Pet (141), se asocia con la ruptura de la

molécula de fodrina, monocapas de células HEp-2 se incubaron con 10 ug/ml de

Pet a diferentes tiempos. Los resultados obtenidos mostraron alteraciones a nivel

de las uniones intercelulares y desprendimiento de la monocapa a tiempos cortos

de incubación y alteraciones en la red de fodrina, cuando se incuba por periodos

más lardos ffitniraK 15-17^ T.a paripr-hrina v fr-ídrÉpa rnai itier*er' la conexión de la

membrana plasmática al citoesqueleto, esto da forma y estabilidad mecánica a la

célula. Por lo que se puede sugerir que las alteraciones al citoesqueleto observadas

en las células tratadas con Pet son una consecuencia de la ruptura de la

espectrina/fodrina y de la conexión de los filamentos de actína (148-149,169).

El que Pet ocasione degradación de componentes del citoesqueleto, como la

espectrina, sugiere que las alteraciones histopatológicas observadas en diferentes

modelos animales, inoculados con cepas EAggEC vivas de humano, podrían ser

inducidos en gran medida por esta toxina. Tal es el coso de lo reportado por

Tickoo y col. (121), quienes observaron que conejos inoculados con EAggEC

presentaban diarrea y alteraciones del intestino caracterizado por acortamiento
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moderado de las vellosidades y cariorrexis. Efectos similares fueron descritos por

Vial y col. (84), utilizando el modelo asas ligadas de ñeon de intestino de conejo y

rata. Las lesiones histopatológicas en este estudio se caracterizan por acortamiento

y necrosis hemorrágica de las vellosidades intestinales, respuesta inflamatoria

intermedia, con edema e infiltración de la submucosa por células mononucleares.

Por otro lado, la diarrea aguda descrita en pacientes infectados con EAggEC

correlaciona los efectos enterotóxicos observados en cámaras de Ussing, al tratar

con Pet la mucosa de yeyuno (140). Estos efectos pudieran a su vez estar

relacionados con la degradación del citoesqueleto. La anquirina es una proteína

periférica de la membrana celular que tiene alta afinidad por la espectrina (149), su

función es la de adaptador entre la espectrina y la membrana plasmática. Las

bombas de Na+/K+ y canales de Ma+ son proteínas integrales que se colocalizan

con la anquirina; este conjunto es parte de la organización que la espectrina

soporta, indirectamente (170). Cuando la fodrina se altera, su participación como

soporte integrador de este conjunto de proteínas se pierde y, en consecuencia, se

altera la función de las bombas de Na^/lC y de los canales de Na+; conduciendo a

la salida de líquidos. Otro dato que apoya la propuesta de la participación de Pet

en la diarrea y en el daño intestinal, son las alteraciones histológicas observadas en

las mismas muestras de intestino (140), caracterizadas por incremento en la

liberación de moco, exfoliación de células y desarrollo de abscesos de las criptas;

efectos observados también en modelos animales y modelos in vitro en los que se

utilizaron cepas EAggEC productoras de Pet (104,134,140-141).

El aumento en la producción de moco, con la formación de acumulos de

bacterias (120, 122), puede estar relacionado con la ruptura de la fodrina de las

células caliciformes, seguido de la liberación de granulos de secreción conteniendo

mucinas y formando el biofilm moco-bacterias (171).
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Como se ha mostrado, la exposición prolongada a Pet puede causar la

muerte de las células epiteliales y éste evento contribuye de manera importante en

la persistencia de la diarrea causada por EAggEC. El daño que causa Pet en las

células epiteliales sugiere la inducción de un fenómeno de apoptosis (172). La

apoptosis define un tipo de muerte celular regulada, asociada con varias

características morfológicas que incluyen: contracción, condensación de la

cromatina, fragmentación nuclear/ citoplásmica y formación de cuerpos densos,

que son rápidamente removidas vía fagocitosis de células residentes (172). Las

lesiones histopatológicas del intestino, que muestran los animales inoculados con

cepas EAggEC productoras de Pet y las alteraciones celulares de los ensayos en

cultivos de células tratados con la toxina purificada, apoyan la hipótesis de que las

células entran al estado de muerte celular (84, 104, 120-122, 125, 140-141, 147). El

programa apoptotico favorece el incremento del calcio intracelular,

desacoplamiento del potencial eléctrico mitocondrial, fragmentación de DNA

internucleosomal y degradación proteolítica de substratos específicos, como la

PARP (polimerasa poli-[ADP-ribosa], enzima involucrada en la vigilancia del

genoma y reparación del DNA) y la alteración de proteínas del citoesqueleto tales

cozoo lamina ^nrofeína ^^ annvn As+nír+Tiraí or» gi núcleo) írelsolina cinectina. v

fodrina (172). El proceso apoptotico incluye, además, la proteólisis inducida a

través de la activación de cisteina proteasas llamadas caspasas, familia de enzimas

relacionadas con la enzima beta-convertidora de interleucina 1 (irtterleukin 1 beta-

converting enzyme, ICE) o proteasas ICE/CDE3 (172-174).

En condiciones normales, hay proteasas combinadas a membrana que

preferentemente degradan proteínas de membrana de eritrocito dañadas, como

defensa antioxidante secundaria (175). Este mecanismo, que participa en la

remoción de proteínas de membrana dañadas, incluye la degradación de

espectrina por una serina proteasa de 80 kDa, que está combinada a membrana y

que forma un subproducto de alrededor de 120 kDa. Esta enzima es inhibida por el
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disopropÜfluorofosfato, DFP, inhibidor de serina proteasa (175). Pet, que es una

serina proteasa, podría utilizar las misma vía para degradar espectrina de

eritrocitos o fodrina de células epiteliales. Por otro lado, bajo condiciones

fisiológicas, las cisteina proteasas activadas por calcio (calpainas), son importantes

intermediarios en la conexión de calcio intracelular con la muerte de la célula (176),

la cual es inducida a través de la degradación del sustrato preferido de la calpaina,

la fodrina (177). Experünentalmente se ha demostrado que la infección de células

HEp-2 en cultivo, con la cepa EAggEC O42 (JPN10) o la inoculación de éstas con el

sobrenadante del cultivo de la misma bacteria, en el cual está presente Pet, inducen

elevación del calcio intracelular y la fosforilación de proteínas dependientes de

calcio (128).

El rompimiento de a-fodrina ha sido detectado durante la apoptosis,

observada en una variedad de líneas celulares de ratón y humano. En los cultivos

celulares que tienen apoptosis elevada, la fodrina es rota y forma un fragmento de

120 kDa. Sin embargo, cuando los cultivos contienen pocas células apoptoticas, el

fragmento observado es de 150 kDa (178). Lo anterior sugiere que el fragmento

mpTIOT Í190 lcT í̂l̂  PS u n nrrwjiir+n At* rnrn-ryirnJQ-nhn Agi fraSIIieritO S33.VO3* Í150 kDa^i

Además, la formación de núcleos apoptoticos en células T JURKAT, después del

pegado del antígeno Fas, fue bloqueado por inhibidores de serina proteasas, TPCK

(tolilsulfonil fenilalanil clorometil cetona) y DCI, y por el inhibidor de la ICE,

VAD-FMK, pero la degradación de cromatina y los cambios morfológicos fueron

inhibidos sólo por TPCK (174, 179). Se ha observado que en necrosis celular (por

ejemplo, células de neuroblastoma SH-SY5Y tratado con maitotoxiria), el

subproducto de 150 kDa de la a-fodrina es producido por calpainas celulares,

mientras que en células neuronales en apoptosis, se aprecia un subproducto de 120

kDa. La formación del fragmento de 120 kDa fue insensible a inhibidores de

calpainas, pero fue completamente bloqueado por inhibidores de proteasas

semejantes a ICE. En dicho estudio se propuso que la calpaina e ICE pueden cada
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uno romper a-fodrina en dos sitios, VY 4- GMMP para el fragmento de 150 kDa, el

cual está localizado en una secuencia en repetición 11 y justo en la porción N-

terminal del dominio de combinación a calmodulina, mientras que ICE forma un

fragmento de 120 kDa que puede ser C-terminal, hacia la secuencia PEST,

localizada entre las repeticiones 12 y 13 (173). Al realizar el análisis de la secuencia

del subproducto de 120 kDa, en la degradación de espectrina inducida por Pet, la

secuencia N-terminal correspondía a la a-espectrina madura, indicando que el sitio

sobre el cual Pet rompe la molécula puede ser C-terminal, similar al sitio de

rompimiento de ICE (ICE/CDE3 o caspasa-1)

Las células intestinales, así como todas las células, responden a señales

extracelulares tales como: factores de crecimiento, citocinas, estrés dei ambiente y

factores tóxicos (toxinas bacterianas como Pet), para transmitir instrucciones para

una respuesta coordinada apropiada. Entre las vías que frecuentemente usan para

transducir esas señales están las cascadas de las proteínas cinasas activadas por

mitogeno (MAPK) (180). Esas cascadas consisten de un modulo de tres cinasas que

incluyen a MAPK, el cual es activado por una MAPK/EKK dnasa (MEK), que a su

vez es activada por una MEK cinasa (MEKK). La activación de las cascadas de

fosforilación de proteínas conduce finalmente a la regulación de factores de

transcripción tales corno ATF2, Elk-1 y c-Jun, para controlar la expresión de los

genes. En la infección por EAggEC no se sabe que procesos intracelulares se

activan y como éstos pueden relacionarse con las alteraciones celulares descritas.

Los miembros de la familia MAPK incluyen: las cinasas reguladas por

señales extracelulares (ERK), las c-Jun NH2-terminal cinasas (JNK) y las cinasas

p38 (180). La activación de MAPK requiere fosforilación dual sobre Treonina y

Tirosina dentro del motivo Treonina-Xaa-Tirosina, donde Xaa representa

Glutamina en ERK, Prolina en JNK, y Glicina en p38. Por otra parte, ERKs son

activadas por agonistas para receptores con actividad de tirosina dnasa y por
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receptores acoplados a proteínas G, que inducen mitogénesis, diferenciación o

hipertrofia, mientras que los subgrupos JNK y p38 son activados por estrés celular

(por ejemplo, radiaciones ultravioleta y gama, estrés osmótico, choque térmico,

inhibidores de la síntesis de proteínas) y citocinas de la inflamación (por ejemplo,

TNF-alfa e interleucina 1).

JNK y p38 son importantes moduladores del programa apoptotico. En

algunas líneas celulares y en ciertos contextos, JNK es activada, río arriba, en una

apoptosis mediada por caspasa 3, mientras que en otras, la activación de JNK es río

abajo de la proteasa semejante a ICE. En la anoikis (muerte celular inducida por

desprendimiento), las caspasas activan MEKK-1, un activador de JNK, indicando

que JNK es río abajo de la caspasa, pero la activación de MEKK-1, mejora la

activación de las caspasas, sugiriendo que esa cinasa puede amplificar o iniciar la

cascada de caspasas. La activación de caspasas dependiente de cinasas incluye

PAK2, MEKK-1 y PKC delta, que también promueven apoptosis citoplasmica y

nuclear. p38 modula apoptosis mediada por salicilato de sodio en células Rat-1,

glutamato en células granulares cerebrales y activación de Fas en la clona A3 Jukat.

La inducción d_e Fas no** actividad de p38 reuuiere la acción de ICE/CED3 en la

dona A3 Jukat Recientemente, una cinasa que regula la señal apoptotica (ASK1)

ha sido identificada como una MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK), que activa

JNK y p38 durante la apoptosis inducida por TNF alfa. Mientras que JNK y p38

parecen estar involucradas in modular la apoptosis. ERK es generalmente

considerada como un factor de sobrevivencia. En realidad, la privación de factores

de crecimiento regulan a la baja ERK e inducen apoptosis en varios sistemas de

células, mientras la activación de ERK durante el estrés puede ser protector. De la

apoptosis se ha reportado que es regulada por un balance entre la activación de

JNK-p38 y ERK. La activación de alguna de estas vías de señalización por Pet, nos

darían elementos para conocer las rutas de activación inducidas por la toxina. Si

estos efectos se presentan in vivo es factible proponer un modelo de daño intestinal
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y el uso de inhibidores que bloqueen las vías de señalización de manera específica,

capaces de elegir efectos anti-apoptoticos (180).

Por los resultados obtenidos en este trabajo emerge la posibilidad de

estudiar la participación de Pet en la activación de MAPKs: ERK, JKN y p38 (181),

como respuesta celular temprana a Pet, y su relación con la activación de las

caspasas, proteasas intracelulares, que se relacionan con la degradación de la

fodrina y que conduce, probablemente, a la muerte de la célula (182-185). De igual

manera, resulta indispensable determinar si Pet induce a la célula a un estado

apoptotico, a través de alterar la estructura de otros componentes del citoesqueleto

y del núcleo celular (fragmentación de DNA) (182-183).

Otro evento importante que se ha observado en los diversos modelos

animales, que se han empleado para evaluar la participación de EAggEC en daño

intestinal, es la presencia de una respuesta inflamatoria intensa (84,121). El mismo

tipo de alteraciones se observaron al inocular asas ligadas de intestino de rata con-

fracciones purificadas de Pet. Las características de una respuesta inflamatoria

intestinal stwHerpn nijp aHpmá<¡ At* la actividad de t>íoteasa, Pet induce un efecto
- - - O TI L * ^ ^

quimioatractante sobre macrófagos y potímorfonucleares. Ensayos preliminares,

en cámaras de Boyden (186), muestran que Pet ejerce efecto quimioatracíante sobre

macrófagos y polimorfonucleares. En dicho estudio se observó, además, que la

toxina favorece el estallido respiratorio. Estos eventos, sumados al daño específico

inducido por Pet sobre las células, participan de manera importante en el daño al

epitelio intestinal.

El modelo de patogenicidad para EAggEC (lr 112) está basado en tres

estados que incluye: I) adherencia a través de fimbrias (AAF/I y AAF/II), para la

colonización del epitelio intestinal; II) la producción exagerada de moco por las

células caliciformes, con acumulos de bacterias que forman una biopelícula,



ocasionando, probablemente, malabsorción; III) la elaboración de toxinas que

ocasionan daño a la mucosa y favorecen secreción intestinal. La propuesta anterior

se realizó antes de conocer la probable participación de las toxinas elaboradas por

EAggEC Con los resultados obtenidos en este trabajo y con las aportaciones de

otros estudios, se puede plantear la participación de las dos toxinas, identificadas

en el laboratorio (Pet y Pie), en la patogénesis de EAggEC. El primer estado no está

aún totalmente dilucidado, ya que aunque el fenotipo de adherencia agregativa es

importante para identificar estas bacterias, no está claro que adhesinas participan

de manera específica en el evento. En relación con el segundo y tercer estado, la

participación de la toxina He, facilitando la penetración de la capa de moco por la

bacteria y la de Pet, por su actividad degradante de fodrina, pudieran alterar la

morfología de la célula en general y, en particular, dañar las células caliciformes,

situación que podrían incrementan la liberación de moco.

Estas alteraciones de manera indiscutible contribuyen al deterioro del

epitelio intestinal, la liberación de líquidos que da lugar a la diarrea aguda y

posteriormente dependiendo de la extensión del daño a problemas de diarrea

Falta por estudiar aspectos relacionados con posibles receptores celulares,

así como la respuesta del huésped, para poder entender mejor la patología del

proceso y así contar con elementos para implementar estrategias que ayuden a

prevenir o tratar la infección por este patógeno.
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Figura 1.- Patrón de adherencia agregativa a células en cultivo HEp-2. Las bacterias

se adhieren tanto a la superficie del citoplasma de la célula como al vidrio de la

preparación formando empalizadas (X100).
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alfa-tspectiína

Figura 2*- Composición tnolecular de la espectrina. La espectrina está formada por

el dímero de cadenas a- y p-espectrína, de 240 y 220 kDa respectivamente.

Ordenadas de forma antiparaieia ambas cadenas poseen dominios de 116

aminoácidos, la cadena a- con 22 dominios y la. p- con 17. La a-fodrina (análogo de

espectrina presente en la mayoría de las células) tiene la propiedad de combinarse

a calmodulina y la p-espectrina y a su análogo p-fodrina tienen la capacidad de

combinarse a la anqoirina y a la acuna.



CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO AMÓNICO
EN Q-SEPHAROSE DE LA PROTEINA PET

No de fmccíon

figura 3.- Cromatografía en G-Shepharoao del PP 1.75 M con K1/K2.
El pico I (fracciones 3-16) del perfil de elución contiene la
proteína Pet.



CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA DE INTERCAMBIO
CATIONICO EN MONO S HR 5/5 (FPLC)

DE LA PROTEINA Pet

0,5
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Figura 4.- Cromatografía sn FPLC de intercambio cattónico en Mono S
El pico l\ (fracciones 60-67) del perfil de elución conltene
la proteína Peí. ^«w™-..-*-» -̂*"1"'
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Figura 5.- SDS-PAGE de membranas de eritrocitos de carnero tratadas con Pet

Membranas purificadas de eritrocitos tratadas con diferentes concentraciones de

Pet e incubadas por 6 h: carril 1, membranas sin tratar; carril 2, 0.312 |¿g; carril 3,

0.625 fig; carril 4, 1.25 |ig; carril 5, 2.5 j^g; carril 6, 5 ng. En los carriles 3 a 6 se

observa la formación de una fracción de 120 kDa que se incrementa en relación

directa a la disminución de las fracciones de 240 y 220 kDa.
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Figura 6.- SDS-PAGE de membranas de eritrocitos tratadas con Pet Membranas de

eritrocitos de carnero purificadas (10 jitg) se trataron con 5 ug de Pet a diferentes

tiempos: carril 1, membranas sin tratar; carril 2,0 h; carril 3,6 h; carril 4,12 h; carril

5, 18 h; carril ó, 24 h. La degradación de las fracciones de 240 y 220 kDa se

incrementa con respecto al tiempo, incrementándose la formación del subproducto

de 120 kDa.



120

1 2 3 4 5

Figura 7.- SDS-PAGE de espectrina tratada con Pet a diferentes tiempos. Espectrina

comercial (Sigma) purificada (5 ^g) se incubó con 2.5 ¡¿g de Pet a diferentes

tiempos: carril % O h; carril 2, 6 h; carril 3, 12 h; carril 4, 18 h; carril 5, 24 h. Pet

degrada las cadenas a- y p~ de la espectrina, observándose la formación de un

subproducto de 120 kDa que se incrementa con el tiempo de tratamiento.
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especuína

Figura 8.- Inmunotransferenda de membranas de eritrodtos tratadas con Pet a

diferentes tiempos. Membranas de eritrocitos de carnero (5 ug) se incubaron con

2.5 .̂g de Pet a diferentes tiempos, la reacción se reveló con anticuerpos anti-

espectrina: carril 1, membranas sin tratar; carril 2, 0 h; carril 3, 6 h; carril 4, 12 h;

carril 5,18 h; carril 6, 24 h. El efecto de Pet es dirigido a las cadenas a- y {3- de la

espectrina, la fracdón de 120 kDa corresponde a un subproducto del rompimiento

de las cadenas de la espectrina.



78

espec ir ma

5 6 7 8

11KU1Ox« y.~ SDS¡-PAGE para evaluar ía participación del motivo de serina proteasa

en la actividad proteolítica de Pet sobre la espectrina y de la actividad

neutralizante de anticuerpos anti-Pet. Membranas de eritrocitos de carnero

purificadas (10 ug) se incubaron con 5 \ig de Pet en presencia de PMSF y con la

proteína matante (S260I) por 24 h: carriles 1, membranas sin tratar; carril 2, toxina

Pet purificada; carril 3 y 7, membranas incubadas con Pet por 24 h; carril 4,

membranas incubadas con 2 mM de PMSF; carril 5, proteína muíante (S260I); carril

6/ membranas incubadas con 5 ug de S260I; carril 8, membranas incubadas con Pet

previamente neutralizada con anticuerpos anti-Pet por 3 h. El motivo de serina

proteasa participa en la degradación de la fodrina, la neutralización de los

anticuerpos anti-Pet es parcial.
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Figura 10.- SDS-PAGE de membranas purificadas de células HEp-2 tratadas con

Pet Membranas purificadas de células HEp-2 (100 fig) se trataron con diferentes

concentraciones de Pet o con el sobrenadante de cultivo de la cepa HB101 e

incubadas por 3 h: carril 1, membranas sin tratar; carril 2, 10 ng del sobrenadante

de HB101; carril 3, 2.5 \tg de Pet; carril 4, 5 ug de Pet; carril 5, 10 fig de Pet. Las

membranas tratadas con Pet muestran degradación de fracciones de 240 y 220 kDa.
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Figura 11.- Inmunotransferencia de membranas purificadas de diferentes líneas

celulares tratadas con Pet Membranas purificadas de diferentes líneas celulares

tratadas con 5 ^g Pet se incubaron por 3 h. Para visualizar la reacción se utilizaron

anticuerpos anti-fodrina (10 ng/ml). La reacción fue visualizada utilizando anti-

IgG de conejo marcada con peroxidasa y revelando con un Kit para

quimiolurniniscencia. Membranas de células tratadas: carril 2, HEp-2; carril 4,

HeLa; carril 6, CaCo; carril 8, Vero. Membranas de células control: carril 1, HEp-2;

carril 3, HeLa; carril 5, CaCo; carril 7, Vero. El efecto sobre la fodrina es universal,

ya que todas las membranas celulares utilizadas fueron sensibles.
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Figura 12.- Inmunotransferenda del efecto de degradación de fodrina, inducido

por Pet, en células epiteliales I-JEp-2 mantenidas en suspensión. Para identificar las

cadenas de a- y j3-fodrina se emplearon anticuerpos anti-fodrina (10 ng/mi). La

reacción fue visualizada con anti-IgG de conejo marcada con peroxidasa y

revelando con un Kit para quimioluminiscencia: (A) Células epiteliales incubadas

con Pet por 18 K Carril 1, células HEp-2 no tratadas; carril 2, células tratadas con

Pet (100 ixg/xxd). (B) Células HBp-2 incubadas por 36 h con Pet. Carril % células no

tratadas; carriles 2, células tratadas con 50 ng/ml de Pet; carril 3, células tratadas

con 100 J4g/ml de Pet El efecto de degradación se presenta a partir de las 18 K
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Figura 13.- Microscopía de luz y fluorescencia de células HEp-2 tratadas con Pet. A

y D, células HEp-2 no tratadas; B y E células HEp-2 tratadas con 5 \xg/ná de Pet

por 3 h; C y F, células HEp-2 tratadas con 5 íxg/ml de la proteína imitante (S260I)

por 3 h. A, B y Q preparaciones teñidas con azul de Coomassie, D, E y F¿

preparaciones incubadas con anticuerpos anti-ot- y (3-espectrina y visualizadas con

anticuerpos marcados con fluoresceina. Las células tratadas con Pet muestran

aumento de tamaño y una distribución irregular de la fluorescencia (B y E). Con

respecto a las células no tratadas y las desafiadas con la proteína muíante (S260I)

no presentaron alteraciones (A, C, D y F) (X 40). -̂,—=——---̂ "-̂ T7¡,̂ -̂  i
y K y n f « s i s <.<;••
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Figura 14.- Microscopía de luz y fluorescencia de céhalas HEp-2 tratadas con Pet
por periodos prolongados. A y E, céliaas no tratadas; B y V, células tratadas con 10
^g/ml de Pet; C y G, células tratadas con 50 fig/ml de Pet; D y H , células tratadas
con 100 £ig/ml de Pet. El tiempo de incubación en todos los casos fue de 36 h. Las
preparaciones para inmunofluorescencia, se incubaron con anticuerpos anti-a- y p-
fodrina preparados en conejo marcados con fiuoresceina (E, F, G y H). Las
preparaciones para microscopio de luz fueron teñidas con azul de Coomassie (A,
B, C y D). Las células tratadas con Pet presentan aumento de tamaño y distribución
irregular de fluorescencia, efecto que se acentuó con relación aJa, concentración de
toxinas (X100). r^'^&n'^""



Figura 15.- Microscopía de fluorescencia de monocapas de células HEp-2 tratadas

con Pet. Las células se incubaron con 10 ug/ml de Pet a diferentes tiempos. Para

visualizar el efecto las preparaciones se incubaron con anticuerpos anti-a- y p-

fodrina y con anticuerpos de conejo marcados con fluoresceina. (A) Células

tratadas con Pet por 18 h. En esta se observa alteración en las uniones

intercelulares, liberación de los contactos celulares focales del substrato de vidrio

de la preparaciórv alargamiento y desprendimiento celular, así como

discontinuidad en la red de fodrina membranal. (B) Células no tratadas, se aprecia

la integridad de la monocapa y la red de fodrina con mayor continuidad (X100).
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Figura 16.- Microscopía de fluorescencia de células HEp-2 (trata igual que la figura

15), incubadas por 24 h. (A) Las células tratadas con Pet muestran alargamiento y

desprendimiento, y el citoplasma se observa colapsado, además, la red de fodrina

se observa menos conservada; disminuida y discontinua. (B) Las células no

tratadas muestran conservada gran parte de la monocapa y el citoplasma se

muestra conservado, así como una continuidad en la red de fodrina (X100).
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Figura 17.- Microscopía de fluorescencia de células HEp-2 (tratadas igual que en la

figura 15), incubadas por 36 h. (A) Las células tratadas con Pet muestran aumento

de tamaño y redondeamiento, el citoplasma tiende a ser más laxo y la red de

fodrina pierde su continuidad. (B) Las células no tratadas siguen conservando gran

parte de la monocapa y el citoplasma conservado, y muestran una continuidad en

la red de fodrina (X100).


