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INTRODUCCION

Morfofisiologia del Intestino Delgado

El intestino delgado es un Organo tubular que se extiende desde el piloro gdstrico
hasta el orificio ileal donde comienza ¢l intestino grucso. El intestino delgado se
divide en tres segmentos anatdmicos: duodeno, yeyuno e jleon. El duodeno ex la
primera parte ¥ es la mas corta, seguido del yeyuno v finalmente el ileon (10).

El intestino delgado es el principal sitio de digestién de los alimentos » de Ia
absorcion de sus productos. El quimo que proviene del estdmago es recibido en el
duodeno. donde también llegan las enzimas del pancreas v la bilis del higado, para
continuar con los procesos de solubilizacion y digestion. Contribuyen con ¢l proceso
digestivo las enzimas localizadas en el glucociliz de las microvellosidades de los
enterocitos. en particular las sacaridasas y las dipeptidasas. pucs completan [a
degradacion de la mayor parte de los azucares y las proteinas a monosaciridos v
aminodcidos. respectivamente. que luego son absorbidos. También son absorbidos el
agua » los electrdlitos que llegan al intestino delgado con ¢l quimo y las secreciones
pancreaticas » hepdticas. en particular en la porcion distal del intestino delgado. Las
vellosidades son proyecciones digitiformes de la mucosa. que se extienden a la luz
intestinal »  las  criptas  intestinales  son  invaginaciones de la misma. Las
micros ellosidades son proyecciones de la membrana plasmitica que proporcionan una
amplificacion de la superticie de contacto luminal. Cada célula posce varios miles de
microsellosidades densamente agrupad Son visibles con el microscopio optico ¥
confieren a la regiéon apical de la célula un aspecto estriado. denominado chapa
estriada (10. 28).

Histologicamente ia mucosa intestinal se compone de varios estratos: La tinica
mucosa que comprende el epitelio simple columnar con exocrinocitos calicitormes
intercalados. la lamina propia ¥ la muscular de la mucosa. profundamente a la mucosa
estd la submucosa, despuds la muscular y externamente la serosa (Fig. 1) (10, 28).

Las c¢élulas maduras del epitelio se encuentran en la superticie de las vellosidades o
inclusen a los cepiteliocitos columnares villosos (enterocitos) y a los exocrinecitos
caliciformes. » en ¢l fondo se encuentran las criptas intestinales (de Licberkuhn).,
exocrinocitos  con  grianulos  acidofilos  (céfulas  de  Paneth).  endocrinocitos
gastrointestinales v las cdlulas M. Los enterocitos se encargan del transporte de
sustancias desde la luz intestinal hacia los capilares del sistema sascular. Los
enterocitos  presentan complejos de union  entre clos. con  los  exocrinocitos
caliciformes » los endocrinocitos gastroentéricos. Los exocrinocitos caliciformes se
encuentran entremezclados con las demas células del epitelio intestinal. Estas células
producen moco. almacenado en la célula como granulos de mucindgeno » al
microscopio este espacio se ve vacio al tenir con H-E. En microscopia electrénica de
transmisién se revela la presencia de una gran acumulacion de granulos de
mucinogeno en ¢l citoplasma apical. que distiende ¢l dpice de la célula v distorsiona la
forma de las células vecinas. Los exocrinocitos con granulos acidofilos se encuentran
en la base de las glindulas mucosas. estas células contienen granulos de secrecion
apicales que conticnen lisozima. glucoproteinas, arginina ¥ zinc. Los productos de
secrecion de estas células tienen accion antibacteriana. que junto con su actividad
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fagocitaria de determinadas bacterias y protozoarios. sugieren una tuncién reguladora
de la tlora bacteriana normal  del  intestino  delgado. Los  endocrinocitos
gastrointestinales s¢ encuentran en la porcion inferior de las criptas intestinales. pero
migran lentamente y se pueden encontrar en todos los niveles de las vellosidades.
Estas c¢dlulas se encargan de la secrecion hormonal para regular la fisiologi
gastrointestinal. Las células M representan una parte tuncional del tejido fintoide

asociado a la mucosa (Fig. 2) (10. 28).
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Escherichia coli enteropatégena

Escherichia coli es una bacteria Gramenegativa y» pertencce al grupo de las
enterobacterias. Existen 5 patotipos de £, coli asociados a entermedades diarreicas:
Esclherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli enteropatdgena (EPEC).
Escherichia coli enterohemorrigica (EHEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)
N Escherichia coli enteroagregativa (EAEC). Basado en estudios cpidemioldgicos se
ha encontrado un sexto patotipo nombrado Esclierichia coli de adherencia difusa
(DAEC). que aun no esta bien estudiada como las otras (3).

En genemal Escherichia coli es un importante patégeno de los humanos y de los
animales (30). Afecta al ganado bovino. cerdos, aves, conejos (25, 13). perros (20), ¥
posiblemente también pollos pequenos (16). Ademas, la colibacilosis estd considerada
dentro de la lista de zoonosis de la FAO (Food and Agriculture Organization) (11).

Eschericlna coli enteropatdgena (EPEC) es una de las causas principales de diarrea
intantil en ¢l mundo (26). Ademas de diarrea profusa cursa con bajo grado de fiebre y
vomito (13). En promedio. la edad de distribucion en niflos es de 6 meses a 2 afos.
EPEC puede sor aislada de individuos sanos » enfermos. La via de transmisidon s
tecal-oral por manos contaminadas. alimentos o fomites contaminados que sirven
como schiculos. En pacientes sintomaticos, EPEC puede ser aislada de heces dos
semanas despuds de terminar los sintomas.

Es mds comin en paises en vias de desarrollo » en paises industrializados disminuy e
su frecuencia (31). En Estados Unidos » ¢l Reino Unido esta bacteria causa frecuentes
brotes de diarrea en nidos. En los hospitales se presenta en brotes con una monalidad
de hasta el 50%. De hecho. brotes explosivos de diarrea por EPEC han sido
reportados en las daltimas dos décadas en Estados Unidos. Reino Unido. Finlandia,
otros paises. En contraste, en paises en desarrollo EPEC es la mayor causa de diarrea.
con ma)or frecucncia ¢en nifos de 6 meses de edad. Estudios en Brasil, México v
Sudafrica muestran que del 30-40% de las diarreas infantiles son atribuibies a EPEC
22y

especitica de humanos. de igual modo existen cepas patéogenas para otras
especies. como e¢s la Esclierichia coli enteropatdgena de conejos (REPEC) que infecta
tos animales v se caracteriza por causar diarrea severa en gazapos v al igual que
EPEC en humanos tiene especificidad de tejido (30). La infeccion con la cepa REPEC
por via parenteral causa la muerte del 9026 de congjos recién nacidos (16).

Mecanismo de Patogenia

El mecanismo central de la patogenia de EPEC es la lesion llamada AVE (del inglés
attaching and effacing que significa adherencia ¥ destruccion), la cual se caracteriza
por destruir las microvetlosidades (31), ¥ producir la formacién de pedestales ricos en
actina (3). Para que la EPEC realice esto se vale de la secrecion de proteinas por
medio del sistema de secrecion tipo I llamadas Esp's (proteinas secretadas por £.
coli) que son secretadas directamente a la célula hospedera. e incluyen EspA. Espi3,
EspD. EspF. EspG y Tir (13). Por otro lado las Esp’s y ¢l sistema de secrecion estin
codificados por una isla de patogenicidad cromosomal llamada LEE (de! inglés locus
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of enterocyte eftacement) (14). Ademas LEE también coditica a una proteina llamada
intimina (adhesina de [a membrana externa de EPECQ) (13).

La interaccion entre EPEC y 12 célula hospedera puede ser dividida en tres pas [B]
adherencia inicial (no estrecha) de la bacteria a la célula hospedera, 2) transduccion de
senales dentro de esta altima y. 3) Ia adherencia estrecha de Ia bacteria a 1a superficie
de la ¢élula. Ef primer paso no depende del sistema de secrecion tipo 1M1 involucra al
13I°P (del ingl “bundle-forming pili*. pili formador de rizos). ¢l cual produce Ila
adherencia inicial de la bacteria a la superficie de ta célula (26). Despuds EspaA format
un organelo filamentoso (similar al flagelo bacteriano. pero hueco. denominado
“aguija™) en la superficie de la bacteria. involucrado en la translocacion de proteinas
efectoras. EspB v EspD son insertadas en la membrana celular del enterocito donde
forman un poro de translocacion a través del cual las proteinas efectoras son
scecretadas al citosol de la célula hospedera (Fig. 3) (13).

Asi. EPEC “inyecta™ a Tir (del inglés “translocated intimin receptor™, receptor
translocado de intimina) dentro de ta célula. Tir favorece su tostorilacion por cinasas
siguiendo su insercion dentro de la membrana de [a célula afectada. La funcion de Tir
es actuar como receptor de la molécula intimina para la adhesion de la bacteria a la
superticie celular. En contraste a Tir. 1a intimina no es secretada por ¢l mecanismo de
secrecion tipo I sino que ¢s una proteina que forma parte de la membrana externa de
la bacteria126).

Membraana interna bacteriana.
Sistema de secrecion

Membrana externa bacteriana.

Membrana plasmidtica celular,

Citoso! de 1a célula
hospedera

Fig. 3 Sistema de secrecion tipo 11l de EPEC. (Tomada de Goosney ct al., 2000).




Sobre la insercion de Tir en la membrana plasmitica de la célula hospedera. varias
proteinas del citoesqueleto son reclutadas al lugar de adhesion de EPEC. Estas
incluyen alta-actinina, czrina. cortactina, talina. fimbrina. fosfoproteina estimulo-
vasodilatadora (VASP), villina, protcina de! sindrome neural Wiskott-Aldrich (N-
WASP) » Arp2’3 (actin-related protein 2 v 3). N-WASP » el complejo Arp2 3
relacionadas con la polimerizacion de actina. se asocian para formar elevaciones
membrana celular denominados pedestales sitio en donde la bacteria se establece
colonizar el intestino (12).

REP produce, al igual que EPEC en humanos, las lesiones caracteristicas de AVE
en la mucosa intestinal. A diferencia de EPEC, la isla de patogenicidad (LEE) de
REPEC solo esta parcialmente secuenciada. L.a mayoria de los genes dentro de la isla
estdn organizados dentro de cinco operones policistrénicos: LEE!, LEE2, LEES. tir y
LEE<+ Estos genes codifican a los componentes del sistema de secrecion tipo 111 una
adhesina de membrana externa de 94 KDa homdéloga a intimina (producto del gen eae)
» a Tir. también codifica para la proteina Cesl, que es una chaperona de Tir » por
altimo a Ler, un miembro de 1a familia H-NS de activadores transcripcionales. mismo
que regula la transcripcion positiva de muchos genes  dentro de LEE, asi como
algunos tuera de esta isla. Los genes que codifican al sistema de scecrecion tipo 11
estin altamente conservados entre EPEC » REPEC. aunque existe algun grado de
variabilidad en intimina » las Esp™s (30).
Sistemas de Sccrecion Bacterianos
Escherichia coli  utiliza sistemas de secrecion para liberar factores de virulencia v
toxinas propias de la bacteria. Los de secrevion para bacterias se han
dividido en 5 tipos. El primero es ¢l sistema de secrecion tipo 1 que esta formado por
tres elementos: un exportador de la membrana interna. una proteina anclada a la
membrana interna que cruza el periplausma 3 una proteina de la membrana externa. La
union de las tres forma un canal que cruza las dos membranas vy ¢l perisplasma. por
donde las proteinas son secretadas. El sistema de secrecidn tipo Il se encarga de
secretar enzimas » toxinas. para que éstas pasen por la membrana interna la bacteria
utiliza e sistema Sec (mecanismo que emplea un péptido senal) ¥ despuds forma un
complejo proteico (secretén) que forma un canal para la secrecion a la superficic
celutar. El sistema de secrecion tipo 11 (Fig. 3) es capaz de translocar factores anti-
hospedero directamente dentro del citosol de las células eucariotas. El sistema de
secrecion tipo 1V se especializa en transferir una variedad de biomoléculas de célula o
célula. bacteria-bacteria (de manera similar al sistema de conjugacion bacterizna) o
bacteria-célula cucariote (transterencia de complejos proteina-DNA). tamb:ign se
utiliza para la secrecion de toxinas. El sistema de secrecion tipo V corresponde a Ia
via de secrecion que utiliza autotransportadores que estin tformados por un peptido
senal para secrecidn a través de [a membrana interna. un Jominio funcional (paszjero)
: un dominio B. que inserta ¢n la membrana externa y forma una estructura de poro
en barril-B. similar a lus porinas bacterianas ¥ a través del cual el dominio « furcional
es enportado (9).
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Citoesqucleto

El citoesqueleto es una red de filamentos proteicos que se extienden por todo el
citoplasma. cuya funcién esta relacionada con dar forma » movimicnto a la célula.
Dentro de tales funciones estin por ejemplo: la contraccion muscular, cambios de
forma que ocurren durante ¢l desarrollo embrionario de vertebrados, mosimiento
intracelular como el transporte de los organclos de un lugar a otro dentro det
citoplasma. Ia segregacion de los cromosomas durante la mitosis » ¢l movimicnto Je
las células sobre un sustrato (1)

La actividad del citoesqueleto depende de tres tipos de filamentos proteicos: los
filamentos de actina. los microtabulos ¥ los filamentos intermedios. Cada tipo de
filamento esta formado por una subunidad proteica distinta: actina para los filamentos
de actina. tubulina para los microtabulos, y una familia de proteinas tibrosus
relacionadas. como son vimentinas. neurofilamentos, queratinas o lamininas. para los
tilamentos intermedios. Cada uno de estos tres componentes tiene una funcion: los
filamentos intermedios proveen a las células de fuerza mecinica. los microtubulos son
considerados como los organizadores primarios del citoesqueleto » se relacionan con
transporie intracelular, finalmente los microfilamentos de actina son esenciales para
muchos de los movimientos celulares, tanto de la cdlula como movimiento
intracelular, asi como de dar la forma celular (1).

La manera en que una célula eucariota esta espacialmente organizada por proteinas
del citoesqueleto s mediante la polimerizacion de sus subunidades. en donde cada
tipo de filamento ¢s un polimero helicoidal que tiene una disposicion diferente en la
célula » una funcion distinta. En cada uno de estos tres tipos de proteinas del
citoesqueleto. miles de unidades se ensamblan tormando un filamento lineal. que
puede ser lo suficientemente largo como para ir de un lado a otro de la célula. Estos
filamentos conectan complejos proteicos 3 organclos de regiones distintas de 1a célula
» actvan a modo de ricles para el transporte intracelular. Ademas, foriman ¢l soporte
mecanico. que es especialmente importante en las células animales. que no disponen
de rigidas paredes celulares externas. El citoesqueleto forma un armazén interno que
manticne ¢l volumen celular. Sin embargo. los tres tipos de filamentos. por si mismos.
no pucden ser responsables ni de la forma ni de la longitud de la c¢élula. dichas
funciones dependen de un gran séquito de proteinas accesorias que unen los
filamenios a otros filamentos » a otros componentes celulares. lLas proteinas
accesorias son esenciales para el control del ensamblaje de los tilamentos en lugares
particulares » proporcionan el motor para el movimiento intracelular a lo largo de
elos (1),

les de Intestino Delgado

Filamentos de Actina y Células Epitel

En todas las cdélulas cucariotas existe actina y constituye en promedio el 526 de la
proteina totwl. La fuente mds comin de actina es ¢l musculo esquelético donde
conforma aproximadamente el 20% de su masa. Cada molécula de actina es un
péptido de 375 aminoacidos de longitud y estd asociada intimamente con una
molécula de ATP. Los filamentos de actina forman estructuras estables y labiles
dentro dz2 la célula. Los filamentos estables forman el gje de las microvellosidades v
son componentes cruciales del aparato contriactil de las células musculares. pero




muchos de los movimientos celulares dependen de estructuras que pueden pasar de
una forma a otra. El filamento de actina es una hebra de 8 nm de diametro.
denominado actina F, formado por una doble hélice de monémeros de actina (actina
G) orientados uniformemente. Es una estructura polar con dos extremos,. un extremo
mas (también Ilamado extremo ancho o barbado) de crecimiento rdpido y un extremo
menos (tambi llamado extremo en punta) de crecimiento lento. Al menos existan 6
isoformas de actina en tejidos de mamiteros agrupan en 3 tipos dependiendo de
su punto isocléctrico, las & actinas que se encucntran ¢n diversos tipos de masculos v
las B » v actinas que son constituy entes principales en las células no musculares. Sus
secucencias de aminodcidos han sido altamente conseradas durante la evolucion ¥
todas se ensamblan en filamentos. Raramente los filamentos de actina s¢ encuentran
aislados en la célula, sino que generalmente forman agregados » haces, con puentes
entrecruzados. que son mucho mas fuertes que los tilamentos individuales (1).

E£n las células epiteliales de intestino delgado. como ya se menciond, los tilamentos de
actina se¢ encuentran tormando el eje de las microvellosidudes y tormando bandas de
adhesion (zonula adherens) que rodean cada wna de Jas células interactuantes.
construyendo un  anillo contractil de tilamentos de actina, situado en la cara
citoplasmatica de la region membranosa implicada en la union hacia el polo apical.
Estos filamentos de actina se unen de célula a célula mediante proteinas de union
transmembrana llamadas cadherinas. cuyos dominios extracelulares se unen al
dominio extraceiular de una molécula de cadherina idéntica en la célula adyacente

(Fig. 4) (1).

Filamentos de actina LUNE
en elinterior de las Microvellosidades que se
microvellosidades proyectan a partir de la
superficic apical

Uniodn ocluyente

Haz de filamentos -
de actina (banda de

adhesiom

Membranas plasmaticas
laterales de las células
epiteliales adyacentes

Superficie basal

Fig. 4 Bandas de adhesion entre células epiteliales del i ino delgado v fil de actina
en las microvellosidades. (Tomada de Alberts et al., 2002)




Cultivo Celular

El cultivo de tejidos fue conocido por primera vez a inicios del siglo XX como un
mdétodo para estudiar el comportamiento de las células animales fuera de las
variaciones del sistema como la homeostasis y el estrés que sufre un animal durante el
experimento. El cultivo de células a partir de muestras de tejido se utilizd durante 50
anos. por lo tanto no es de sorprenderse ¢l nombre de cultivo tisular, ¥ fue en
ddécada de los 50°s que esta darea fue mas explotada utilizando cultivo de cdéfulas
dispersas (8).

El término de cultivo tisular también es utilizado para entenderse como cultivo de
organo » cultivo celular. El cultivo de dérganos casi siempre implica un cultivo
tridimensional de tejido no disgregado o de todas las caracteristicas histologicas de un
tejido. Cultivo celular se retiere a cultivos derivados a partir de células obtenidas de
un tejido original. de una linea o cepa celular. por medio de la disgregacion

enzimatica. mecanica o quimica (8).

Algunas de las investigaciones que se pueden llevar a cabo en los cultivos celulares
son: actividad intracelular (transcripcion de ADN »  sinte: proteica):  tlujo
intracelular  (ARN, metabolitos » hormonas); interacciones entre parisitos. virus o
bacterias » sus células hospederas: accion de drogas y cindtica de poblaciones;
interaccion célula-célula (inducciéon embrionaria. cooperacién metabaolica y limitacion
de crecimiento, etc.) (8).

JUSTIFICACION

Uno de los grandes retos en la investigacidon es contar con modelos experimentales
que permitan reproducir los eventos que suceden dentro del organismo con resultados
lo mis cercano posible a lo que se observa in wivo. En el caso de infecciones
bacterianas. ha cobrado especial interés conocer como las bacterias interaccionan con
las células que invaden. REPEC produce un cuadro patoldgico muy similar al
ocasionado por EPEC e¢n humanos. infectando el intestino delgado de concjos
destetados causandoles diarrea » deshidratacion (32). A aivel de patogenia. también
ocasiona una reorganizacion del citoesqueleto de actina. REPEC tiene un mecanismo
de  patogenicidad andlogo al de EPEC en humanos razoén por la cual se ha
considerado como un modelo potencial para el estudio de la patogénesis de las
lesiones AVE de £ coli en un hospedero natural (20). Es asi como los concjos
infectados con REPLEC proveen un excelente modelo de inteccidén humana con EPEC.,
Permite hacer estudios sobre la patogenia de esta bactzria de una mancra que serin
muy dificil de realizar en humanos (30).

Con la obtencion de cultivos de enterocitos se pueden hacer experimentos realizando
infecciones con REPEC. Ademais proporcionan informacion muy cercana a lo que
sucede en un animal infectado y con esto es posible conocer con mas detalle la forma
en que esta bacteria utiliza los mecanismos celulares para su beneficio, en especial
aquellos relacionados con cambios en el citoesqueleto v entender con mayor claridad
la forma e¢n que esta bacteria coloniza el intestino, lo que podria permitir ¢l disefio de
estrategias terapéuticas, Asimismo también se tendria un modelo para realizar
estudios de biologia celular » molecular sobre la dindmica del citoesqueleto,
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utilizando las proteinas bacterianas involucradas en los rearreglos de los tilamentos de
actina quea se observan durante la infeccidén.




OBJETIVOS

Objetivo General:

Establecer un cultivo de enterocitos de conejo para utilizarlo como modelo de estudio
de la infeccion con REPEC.

Objetivos Especificos:

a) Estandarizar las condiciones éptimas para establecer un cultivo de enleroci(os.
dcte;tnr

b) Establecer el ciclo de infeccién de REPEC en el cultivo de en(crocnos
tos rearreglos del citoesqueleto de actina. .
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MATERIALES Y METODOS
Aislamiento y Cultivo de Enterocitos

Se utilizaron |5 concjos (raza Nueva Zelanda). de 2 meses de edad. Se sacrificaron
por sobredosis de anestesia  s¢ obtuvo el intestino delgado sin mesenterio. Se tomd la
tercera parte del intestino para procesarlo y las otras dos terceras partes se lavaron con
PBS (del inglés phosphate buflered saline, amontiguador salino de tostatos, pH de 7.2)
» se conservaron a 4°C en ¢l mismo amortiguador para ser procesadas 24 horm
despuds. La parte que no se¢e conserve a 4°C, se lavé 10 veces con PB
Posteriormente se escindio » se [avo en un tubo codnico con 10 ml de PBS ¥ se agitd
en el vonex por 10 min, continuando 4 lavados mas. Terminado este paso se coloco ¢l
intestino ¢n un portaobjetos v la tinica mucosa se exfoliéd con ayuda de otro
portaobjetos, pasando el exfoliado resultante a un tubo con 10 m! de PBS, agitindolo
en ¢l vertex y» centrifugindolo a 3220Xg por 2 min. (¢n cada paso se¢ observaba al
microscopio dptico la mortologia de los enterocitos para ascgurarse que esia se
consenaba. esto se hizo a partir de aqui » hasta finalizar el cultivo, para monitorear la
morfologia celular). Posteriormente se decantd el sobrenadante » la pastilla se
resuspendio en 3 ml de PBS con 10 mN1 de EDTA mas 35 pl de colagenasa dispasa.
para disgregar las células. se agitd en vortex por 1 minuto s se incub6 a 37°C por 10 a
15 minutos, nuevamente sc agitd en vortex por un minuto. cinco veces, para despuds
empastillar las células centritugando a 3220Xg por 2 minutos. el sobrenadante se
decanté v la pastilla se resuspendié con medio DMEM (del inglés Dulbecco’s
modified Eagle’s medium. medio minimo de Eagle modificado por Dulbecco),
adicionado con sorbitol 2%. Se hicieron dos lavados con DMEM/sorbitol
centrifugando a 113Xg entre lavados. Se sembraron los enterocitos en cajas de Pewri
con 6 cubreobjetos por caja. colocando 150 ul del sembrado por cubreobjetos e
incubandolo a temperatura ambiente (20°C) por 10 min. Finalmente se agregaron 10
ml de medio DMEM adicionado con 1026 de suero fetal bovino (SFB), 0.3% de
manosa antibioticos (100 Ulml de penicilina. 100 pg/ml de estreptomicina). 10 mM
de piruvato, 1 mM de aminoidcidos no esenciales y 5 pe/ml de insulina. Se dejaron
incubar a 37°C hasta por 14 dias. en una incubadora con atmosfera de 6%6 de COs=. (2.
6. 18.19. 21, 33).

Cultivo de REPEC

A partir de una placa en donde se crecid la bacteria Escherichia coli enteropatégena
de conejo serotipo O103 se tomod una muestra de la parte mis homogénea y se coloco
en 3 ml de medio Luria Berntani (LB). incubando toda la noche, posteriormente se
empastillé centrifugando a 3220Xg por 2 minutos, se decanté el sobrenadante » se
resuspendio la pastilla en 3 ml de DMEM 10% adicionado con manosa 0.5%a sin
antibidtico y se incubd por 4 horas mas.

Interaccion de REPEC con los Enterocitos
Se tomaron los cultivos de enterocitos crecidos en cubreobjetos (incubados por2 a 7

dias). se retiré ¢l medio, se lavaron con PBS estéril y con DMEM sin antibidtico. Se
tomaron tres cubreobjetos como control negativo y tres cubreobjetos se inocularon
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con la bacteria REPEC O105 (1000 bacterias/célula). agregando 3 ml de medio
DMENM 10%6 adicionado con manosa 0.5%. sin antibidtico 3 se dejaron incubar por 4
horas a 37°C, en aiméstera.de 6% de CO;.

Inmunofluorescencia

Sc hicieron ensayos de inmunotluorescencia utilizando taloidina rodaminada para
marcar los tilamentos de actina ¢en las células en cultivo infectadas con la bacteria
REPEC. usando como control negativo ¢élulas no intectadas.

Tanto en los controles negativos como ¢en los cultivos infectados, se retird el medio
DNMEM » se fijaron con paraformaldehido al 3.5% en PBS, por 20 minutos (a parntir de
aqui todos los pasos sc¢ hicieron a temperatura ambiente. 20°C). Posteriormente se
lavaron con PBS 5 veces. Para permeabilizar se incubaron con tritén X100 al 0.5%e cn
PBS. por 13 min. v se lavaron de 3 a 5 veces con PBS. Despuds se incubaron todos los
cultivos con faloidina rodaminada 1:50 en PBS., por 30 minutos y» se lavaronde 3a 35
veces con PBS. Entonces se tomaron los cubreobjetos con pinzas y se lavaron con
agua desionizada. para hacer ¢l moniaje en portaobjetos utilizando  gelvatol
adicionado con 0.3% de p-fenilendiamina. dejando secar en oscuridad por 3 hrs.
Finalmenie se hicicron las observaciones al microscopio confocal (3+4).

Microscopia Electrénica

Las células se tijaron con glutaraldehido al 2.5%6 en PBS. por 24 hrs. » se lavaron tres
veces con PBS. centritugando a 1800Xg por 3 minutos entre cada lavado. eliminando
el sobrenadante » resuspendicndo la pastilla. Se hicieron tres lavados mads con agun
bidestilada. centrifugando a 1800Xg. por 3 minutos entre cada lavado, eliminando el
sobrenadante v resuspendiendo la pastilla. La pastilia resultante del dltimo lavado se
resuspendio en tetroxido de osmio al 126y se incubd por 1 hr.. despuds se centrifugd a
18300Xg por 3 minutos. se ¢limind el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en
alcohol para iniciar ¢l proceso de deshidratacion. Se inicia incubando con alcohol al
30% por 10 min. » se continué incubando a concentraciones ascendentes de alcohol,
30%. 7% a 80%. 90% y 95%0 por 10 minutos cn cada uno ¥ finalmente se resuspendia
¢ incubd dos veces en alcohol absoluto por 20 minutos. Después de esto. la mucsira se
resuspendio en 3 partes de alcohol absoluto y una de resina Spurr. incubando por 2
horas. Se centrifugo a 1800Xg por 3 min. ¢l sobrenadante se elimino » la pastilla se
resuspendio en una solucion de 2 partes de alcohol absoluto » 2 de la resina Spurr 3 se
incubd por 2 horas. Se centrifugo a 1800Xg por 3 minutos. ¢l sobrenadanie s
elimino » la pastilla se resuspendio en una solucion de 1 parnte de aleohol absoluto » 3
de la resina Spurr v se incubd por 2 horas. Se centrifugo a 1800Xg por 3 minutos. se
elimino el sobrenadante y la pastilla se resuspendid en resina Spurr pura y se incubo
por 2 horas. S¢ repitio este paso incubando con la resina Spurr | hora. La muestra con
fa resina s SO a capsulas de plastico ¥ se dejoé incubar por 36 horas a 60°C. Una v
que fragud la resina, se retird la cdpsula M se hicieron cortes finos para ser
contrastados con citrato de plomo v acetato de uranilo. Se hicieron las observaciones
al micros<opio electronico de transmision Jeol (80 kV).
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RESULTADOS
Cultivo de Enterocitos

Se realizé la estandarizacion de la técnica de cultivo para enterocitos, basada en
reportes previos (2. 6, 18, 19. 21, 33). Para esto sc realizaron varios ensayos hasta
obtener las células en cultivo, a las que se les hizo la caracterizacion morfologica.

El primer paso fue el aislamiento de los enterocitos por medio de gradientes sin
obtener resultados satistactorios. se intentd aislar por medio de incubacién con
colagenasa en agitacién constante y tampoco s¢ obtenian enterocitos en cantidades
adecuadas. Finalmente se¢ obtuvieron los enterocitos exfoliando la mucosa intestinal
con un poriaobjetos, seguida de disgregacidon con colagenasa dispasa.

Durante todo ¢l proceso. s¢ observé que se conservaran las  caracteristicas
morfologicas de los epiteliocitos columnares villosos (enterocitos). principalmente se
monitored ¢l borde apical con microvellosidades (Fig. 3 C, D y E, flechas). Como
control se compard la estructura de los enterocitos aislados con aquellos de los cortes
histoldgicos de las muestras antes de procesarlas para el cultivo (Fig. 5 A y B).

(E)

Fig. 3 Asslamiento de enterocitos para cultivo (microscopio de contraste de tases). A Corte
histologico tendo con H-E (20x): B. Amplificacion del drea marcada en el panel A (100x); C.
Enterocitos  entohiados  del  intestino antes  de  disgregar  enzimaticamente,  obwenidos
individualmente. D, Similar al panel C pero obtenidos en pequenios grupos (40x); E. Similar a
panel C pero obtenidos en grupos grandes (20x). La flecha sefala las microvellosidades en el
borde aptcal




Una vez que se consiguid el cultivo de los enterocitos, se procedid a evaluar su
viabilidad para lo cual se hicieron los cultivos y dejaron incubar a diferentes tiempos.
Se obtus ieron preparaciones con una viabilidad promedio de 7 dias ¥ ¢n algunos casos
hasta de 14 dias (Fig. 6).

Debido a que en cada cultivo solo se utilizaba parte del intestino. con ¢l fin de conocer
la viabilidad de las muestras para ser almacenadas » cultivadas posteriormente se
consend una parte de la muestra no utilizada durante 24 horas a +4°C. para
posteriormente obtencer los cultivos de enterocitos. Se obtuvieron los cultivos sin notar
diferencias en la caracterizacion mortoldgica entre estos cultivos ¥ aquellos realizados
con ¢! intestino recién obtenido del animal (Fig. 7). por lo que. en caso de requerirse
una mayor cantidad de cultivos. esta podria ser una altemativa.

{(A) (B)

Fig. 6 Enterocitos de concjo de 7 dias de cultivo vistos al  microscopio Optico invertido, se
muestra una célula asiladas (A) y un grupo dellas (B) (30x).

Efecto de REPEC sobre el Citoesqueleto

Microscopia Confocal

En las células no infectadas se observé que éstas mantenian su morfologia
caracteristica. resaltando que no se notd ninglin cambio en las microvellosidades (Fig.
8C). En las células infectadas se observaron cambios consistentes en rearreglos del
citoesqueleto con una aparente elongacion de las microvellosidades (Fig. 8D). Como
controles para evaluar las células en cultivo, cada imagen de tluorescencia sc
acompania de su contraparte obsenada por la técnica de Nomarski (1) (Fig. 8 A ¥ B).

Las microvetlosidades de las células infectadas sufren un aparente cngrosamiento v
elongacion. que da un aspecto de desarreglo o desorden (Fig. 9). a diterencia de los
controles negativos en donde se observa ¢l borde apical mas delgado (Fig. 10 A,
tflecha). A nivel del borde basolateral se distingue una linea de actina tanto en el
control no infectado como en las células infectadas, dicha linea se observa mas
detgada ¥ menos marcada en las células infectadas (Fig. 10 A y C, cabeza de flecha),
» e¢n algunas células infectadas se llegaron a notar condensaciones de actina a nivel
del citoplasma que eran mas marcadas que en las células no infectadas (Fig. 10 C).
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(G)

Fig. 7 Enterocitos extoliados de intestino de concjo conservado 24 hrs a 4°C, vistos en
microscopto de contraste de fases (A0N). Se muesiran diferentes enterocitos aistados(A. B. D, E
» G)y ouos en grupos (C y F). H. El mismo cultivo visto ¢ menor aumento (20X).

Asimismo. en las células infectadas se llegd a observar un aumento de la marca de
actina por debajo del borde apical (Fig. 11 C, flecha) a diferencia de lo observado en
los controles no infectados (Fig. 11 Al flecha).

£n una ampliacion de la figura 11C se puede observar con mas detalle el borde apical
» s¢ nota ¢l aumento de la marca de actina por debajo del mismo (flecha Fig. 12 C).
Con la ampliaciéon de esta figura también se puede valorar ¢l desarreglo de las
microvellosidades (Fig. 12).

En el citoplasma de las células infectadas se alcanzan a distinguir filamentos y puntos
de condensacion de actina (Fig. 13-A). En un corte 6ptico de la misma célula se
observa que estas fibras ¥ condensaciones de actina se sitian en la superticie dorsal
(Fig. 13-B).




También se¢ muestra una serie de cortes opticos hechos con el microscopio confocal de
las células infectadas para obsenar la distribucion de la actina. En todos se¢ obsend ¢l
patrdon aparentemente elongado de las microvellosidades, pero la condensacicn de
actina a nivel de citoplasma ¥ membrana basolateral era mas marcado en el corte mas
dorsal (Fig. 14B) » a partir de este se notaba una disminucion (Fig. 14C- G).

En la imagen amplificada de la ¢élula de la figura 14 se logro observar a las
micros ellosidades aparentemente alargadas, con un aspecto de desarreglo (flechas
Fig. 15).

A\)

<) (D}

2. 8 Cultivo de enterocitos de counejo marcados con faloidina rodamunada, vistos con
microscopio confocal (100x). A Entcrocito no infectado visto mediante la técnica de Nomarski;
terocito infectado (4 horas) visto mediante la técnica de Nomarski. C. Enterowito no
infectado marcado con faloidina rod Ja. D E ito infz dJo marcado con faloidina
rodaminada. Las tlechas sefalan el borde apical.
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Fig.9. Cultivo de enterocitos de concjo infectados con REPEC (4 horas) muarcados con faloidina
rodaminada. vistos con microscopio confocal (100x).A y C. Enl:rocnos marcados con faloidina

4 da. B v D. Ima de las mi células { de Nomarski. Las flechas
indican el borde apical.




(A\) (<)

l

)

ALY
e

s

K‘Q;:g’:b eI,

(1) midss

10 Enterocitos de conejo en cultivo, marcados con faloidina rodaminada, vistos con

Fig.
macroscopio contfocal (100x). A. Enterocito no infectado, C. Enterocito infectado con REPEC (4
horas). B » D. Enterocitos correspondientes a los pancles A vy C, respectivamente, usando |a
wenica de Nomarsk. Las flechas indican el borde apical y 1as cabezas de tlecha seialan ¢l borde

basolateral
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Fig. 11 Culthno de enterocitos de conejo marcados con faloidina rodummada. vistos con

microscopio confocal (100X). A. Enterocito no infectados marcado con fal
(100X), C. Enterocitos .infectados (3 horas) con REPEC marcados con faloidina rodaminada

(100X B v D Imagenes de las células correspondiente a los les A ¥y C respectiv
utilizando la técnica de Nomarski.
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Fig. 12 Aamphacion de la figura 11C. Las células muestran la aparente elongacion de las
aucroseilostdades (A) a partir del borde apical (83) y aumento de [a marca de actina debajo del
mismoCh

B)

(A\)

13 Culuvo de enterocitos de concjo intectados con REPEC (4 horas) s marcados con
talondina rodaminada, vistos cuon microscopio confocal (100x). A. Imagenes obtenidas por el
mucrossepio confocal, B. Corte optico vertical. Las flechas marcan los filumentos de actina
¢roplasmcos » las condensaciones en la superticie dorsal.
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Fig, 14 Coetes opticos de un enterocito (corresponde a la Fig 8D} infectado con REPEC (3 hrs)
» marcado con faloidina rodaminada. vistos con microscopio confocal (100x). A. Vlsuahz:cmn
de la eclula usando la weenica de Nomarski; B — G, cortes opticos.
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Fig. 15 Enterocito de la Fig 14, amplificado, en ¢l que se puede observar un aparente
clongamiento y desarreglo de las microvellosidades en ¢l borde apical de la célula
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Microscopia Electrénica de Transmision

Para corroborar los cambios ocasionados por REPEC en los enterocitos cultivades. se
hicieron ensayos de microscopia electréonica de transmisidn » sc observd la formacién
de pedestales debajo de las bacterias adheridas al borde apical de las células en cultivo
(Fig. 16 A ¥ B).

1

Fig. 16 Mlicroscopia electronica de transmision de un cultivo de enterecitos
infectados con REPEC por < hrs. Se muestran dos células diferentes /A y» B) » en cada
una se marca a la bacteria (b) » al pedestal (p).
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DISCUSIO

Se estandarizd la tée ica para realizar los cultivos a pantir de enterocitos de congjo
para ¢l estudio de los rearreglos de actina ocasionados por REPEC. Se demostrd que
esta bacteria produuu cambi a los observados en células intectadas con
EPEC en humanos. tales como la interaccion de la bacteria REPEC con los
enterocites cultivados y la obsernvacion de 1a formacion de pedestales, lo que salida
este modzio para el estudio d= la patogenia de EPEC. La masoria de los estudi
sobre la interuccion de REPEC con la cétula hospedera se han reportado en I
celulares como HEP-2 (Robins-Browne y» col. 1994). Hela (Jean De Rycke » col.
1997, Nougayréde » col. 1999, v Nougayréde y col. 2001) » RK13 (Marchés 3 col.
2000) o bien en estudios realizados sobre cortes hxslolueuo; de intestino de cenejo
infectado « Heczko » col. 2001).

o

Con relacion al cultivo existen articulos sobre aislamiento de enterocitos en ratas
(Evans y col. 1992). ratones ( Macartney » col. 2000). puercos ( Spencer » col. 1594,
vacas (Follmann y» col. 2000) » en concjos se encuentra al menos o repore de
Cartwright » col.. (1999), quien cultive enterocitos para estudiar el ensambl v
secrecion de quilomicrones.

El aislamiento de las células de intestino para obtener cultivos, s en general similar,
independicntemente de la especie. En la mayoria de estos estudios, para disgregar las
células del tejido se hace una incubaciéon a 37°C. con agitacion » utilizacidn de
mdétodos enzimaticos. Al seguir esta metodologia se obsen o que cuando las células s¢
disgregan por medios enzimaticos ¢ incuban a 37°C se obtenia una pobre cantidad de

célutas. ademas de que no habia adhesion y se redondeaban perdicndo su mortfolog

Por lo anierior. se hizo una moditicacion de acuerdo a la reportada por Mas
Harroche » ul {1998). que consiste en hacer raspados de las células del l..rdu
Aunque @ técnica no se repona en los articuios relacionades con cultivos primario
en este tratajo se hicieron las exfoliaciones con un portacbjetos para separar [a twnic
mucosa intestinal. procurando que las células sufrieran ¢l menor danoe posibls Bl
resultado 2o esta moditicacion 1 positiva, lo que se pudoe corroborar al obsers 2r las
cdlulas y notar que conservaban su morfologia., ademas s¢ obtuvicron gran cantidad Jde
cétulas. las que una vez Sl.pdrdu:lb del intestino. se disgregaron enzimaticamente para
obtener ta mayor aislumicnto entre cllas, Las células aisladas son similares 2 las
obtenidas en los cultivos de enterocitos realizados por Curtwright » col. (1999).,

Con respecto a la adhesion de 1os enterocitos en este tipo de cultivo. comanmen
utiliza una matriz estracelular. como ¢l matrigel (Macarnney v col. 2000). Al sezui
1os protecolos reportados en la literatura, pero eliminando 1a matriz se observé gue las
células no se adherian & las que lo hacian s¢ despegaban con  facilidad. La
modificacion gue se hizo al preincubar las células en el medio de cullivo a
temperatzra ambiente, sobre el cubreobjetos, por 10 minutos, mejord de manera
notable la adhesion de células. tanto en cantidad como ¢n tipo celular, ya que de las
s¢ adherian. la masor parte eran enterocitos. ta moditicacion permite
descartur selulas que no corresponden a enterocitos, lo anterior se comprobd mediante
caracterizacion mortoldgica de las células que permancceicron adheridas. También se




a no se adherian mas

noté que una vez adheridas las ¢élulas a los cubreobjetos
células durante el tiempo que permianece ¢l cultivo en incubacion.

Para la preparacion de los cultives. tampoco se utilizaron los aditivos que se repos
en otros articulos. De acuerdo a la metodologia empleada. anicamente se utd
DMEN con SFB. manosa. penicilina-estreptomicina. piruvato. aminoicidos
esenciales @ insulina. lo cual repras2nta otra ventaja en cuanto a costos. Por otro !
el ticmpo de vida de los cultivos ©
experimenios relacionados a es
de investugacion.

Una alternatisa observada duranie [a elaboracion de los cultivos fue la de procesas la
mitad del intestino » la otra mitad conservarla a 4°C en PBS durante 24 horas. Esto
seria recomendable cuando no se utiliza toda la muestra durante 1a elaboracion de los
cultivos. Los cultivos obtenidos sen similares ¥ permiten aprovechar de mejor maneara
las mucestras de un animal.

Los rearreglos del citoesqueleto de actina observados en este trabajo. como son la
aparente clongacion y» desarreglo & las microvetlosidades. el aumento en [a marca de
fluorescencia en el borde apical d2 células infectadas v disminucidn de 1a misma 2n la
membrana basolateral, asi como @t incremento en la marca de acting por debajo del
borde apical. con escasas v delgadas fibras o filamentos de actina en el citoplasma. no
se pudicron comparar con otros wabajos debido a que estos ultimos se han realizado
en lineas c2lulares que no son gspecificas de intestino delgado » carecen de
microvellosidades. Por otro lado. ¢l patron de los filamentos de actina marcados con
faloidina on tas ¢dlulas no infectadas, salo se observa ¢l borde apical ¥ on la
membrana basolateral, lo que corcuerda con el udio sobre anexinas realizado por
Massey -Harroche » coll (1998) en @ que se utilizaron células de yeyuno de corzjo.
No hay reportes de experimentos Se infeccion de REPEC en cultivos de enterocios v
tampoco sobre los rearrreglos citoesqueleto de actina inducidos por REPEC en

este npo Jde cultivos

o

A partir de los resultados obten:dos, se propone que la aparente elongacion de las
microvellosidades. ¢l desarreglo 2o las mismas. asi como ¢l aumento de la marca Je
acting en 2! borde apical. en comraracion a lo observado en las células no infeciadas,
se pucde z2iribuir al efecto de REPEC sobre ¢l citoesqueleto de actina, que incluy 2 su
reclutamiento en direccion al borde apical del enterocito para formar los pedestales.
B confirmaron por microscopia clectronica de transmision en donde

tos rearteglos
s¢ demosind la presencia de dichos pedestales producidos por REPEC en los

v realizado en cortes Jde tejido de intestino de congjo intfectado con esta
B ue coincide con la formacion de pedestales formados en infecciones con
EPEC en humanos (Knutton, 1993,

~
2
u

M
w




CONCLUSIONES

1. Se logrd obtener un cultivo de enterocitos de conejo » se hizo la caracterizacion
mortolagica de las células,

2. Se establecio el ciclo de infeccion de REPEC en el cultive de enterocitos 3 se
demostrd que REPEC produce rearreglos del citoesqueleto de actina que incluyen la
aparente elongacion de las microvellosidades ¥ su desarreglo. asi como la formacidn
de pedesales.
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