
UNIVERSIDAD NACIONAL 
AUTÓNOMA DE MÉXICO 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

CUAUTITLÁN 

ESTABLECIMIENTO DE UN CULTIVO DE 
Ei"TEROCITOS DE CONEJO COMO MODELO PAR.A 

ESTUDIAR LOS EFECTOS DE Escltericltia coli 
Ei'IEROPATOGEN.-\. SOBRE EL CITOESQUELETO. 

TESIS 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

MÉDICO VETERINARIO ZOOTECNIST A 
PRESENTA: 

VALENTÍN DE LALCRUZ TOR..R..ES 

ASESOR: Dr. CARLOS GERARDO GARCÍA TOVAR 
COASESOR: Dr. JOSE MANUEL HERNÁNDEZ HERNÁNDEZ 

CUAt:TITLÁN IZCALLI, Eoo: DE MÉXICO 2003 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 
UNIDAD DE LA ADMINISTRAC!ON ESCOLAR 

DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALE~." •· ,.. 

'.:~~;;.~u~-~~~~;:; 

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO 
CIRECTOR DE LA FES CUAUTITL.A.'1 
PRESENTE 

ASWt70: VOTOS APROBATORjCS 

;:~;·\::\_·'". 
r/::. ~._;. 

,:. ···. 

ATN: Q. Ma.. del Carmen Garcla Mija.~ 
Jefe ~ ~partamento de Exámenes 
Prcfe:Sor.afes de la FES CuaL.-:it:a-

Con base en el art. 28 del Reglame:-.:o General de Exámenes. ilOS permillmos comunicar a 
t.-Sted que revisamos la TESIS· 
-:-~ta.bleci~it>:ito '.!@ .t.:: :.::.-:.¡..-.: ~-i:.n:'\nO d.e ente=-:--:it.o=:l de cc:ic~o 
:::~o :o:ielo para ~.st..hi.l.3.!" :;,.::; nfP.::to.:- 1'-l ~..Jch.;o:-i:::ia. cul.1 c:1~c:-o;:a.tc;-~.:A. 
;10Sre el e1toesquei.et.c;. 

QUet:resenta.....eL_pasante: y .. 1 ... -•fn neo !9 c ... 17 T.-.--,. 
ccn nümero de cuenta: Q!;~:-.:i _,.. para obtener el :t:..lo ée: 
-.é.:i:o './cte:-inario 2:JOt~c~;..!'':.:!. 

Considerando c¡ue dicho trabajo re-:re los rec¡uisi1os necesc.""ies para ser discutido en 9 
EXAMEN PROFESIONAL ecrres:i.:n:~nte, otorgamos nuest:'c VOTO APROBATORIO. 

ATENTAMENTE 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 
C;.;a:..:~Uán lzcalli, Mt!x. a...!.!..__ Ce -·=-·'"'º'-'i'-'o------de 200} 

PR!:SIDENTE ;):-. Jor~ TÓrt.ora P~rez 

VOCAL 

SEOCRETARIO 

PRIM!:R SUPLENTE 

SEGUNDO SUPLENTE 

C~~::, Comr"o G•"da .,..,,. ~+ 
i.:.o:.::.~r:.o lal:11VU. And.a . > J\1·.:-· .,. 

:i.•;. :i • .:.:.~J:indro i<tart!r.ez 3::.:-!i:¡¡"e~· t.L= 
-~-

i.· .. ---,m·;i Gar""Íll ':'6n .. - ___ {Jr<=-· ·-----

;.J:-. 



Este tr.Jbajo se realizó con c:J apoyo de: 

Progra.·1u de Apoyo a Pro!-CCtos de: Investigación e Innovación Tccn1..-,J'-1gica 
(PAPlIT): Pro!-CCto ··An:ilisis de proteínas relacionadas a los rcarrcglos dd 
citoc~qucleto de actina durante la infc:cción de Esclti!richia coli entcropatógena"" 
( l:"\::?0.:301) !- Cátedra de Investigación ••J\;Jorfologia Veterinaria y Biología Celular"" 
( 5. 13 l. Sc:cción de Ciencias ~lorfológicas r\gropecuarias. Facultad de Estudios 
Supcri('lrr:s CuautitlUn. U.~.A.~l. 

Labor:i:orio 19-.·\. Dcpanamento de Biología Celular. Centro de Investigación y ch: 
Estudios Avanzados. J.P.N. 

TESIS COJ\i·---~1 
r; :'\ 1 T :--·,-= ---. ~.~r11;irr 

1 ·-·.:.::::!.:._. ----~':_; ,.:.·_--:__:::~ 



DEDICATORIAS 

A mis padres Carlos De Ln Cruz e lsahcl Tor~es, mi tia Esperanza Torres .. a mis 
hermanos Carlos y Guillermo. 

A la Familia Torres. 

A i\larinna Conzález y n la Sra. Alejandra Rosales 

A In Fncultad de Estudios Superiores Cuautitlán, U.N.A.i\1. 

Al Centro de ln\'estigación y de Estudios A'\•anz.ados del l.P.N. 

Y a la Sociedad i\lexicana 

TEC!T0 t:nTo:i---.¡ • i.. - - , __ ,_,,, •• 

FALL'i _· · - ." -~DN ! 



AGR..ADECli\.llENTOS 

Dr. Carlos Ccrnrdo García To"·ar. Por mostrarme esta puertn a l.1 investigación. 
brindarme Jo oportunidad de trabajar en el labor:uorio y por conOnr en mí al 
desnrrolhu· este temn. Por su amistad, su apoyo y por su calidad como ser 
hur11;1no. 

Dr. José i\lnnuel Hernández Hernández. Por ·abrirme las· puertas de su 
lnboratorio y permitirme dar el primer paso en este fascinante mundo de In 
ciencia y In investigación. Por su gentileza, su amistad y su gran Indo humano 
como persona. 

;\l.C. Janneth Peralta Ramírez. Por su asesoría brindada para la. realización de 
este trabajo. Por su paciencia, comprensión y tiempo dedicados a enseñarme.Y 
entrenarme en estos menesteres. y por brindarme su sincera amistad. , 

Dr. Fernando Navarro Cnrcfa. Por su apoyo e instrucción en la realización de 
este trabajo. 

s 



:\l. C. Armando Pérez RangeJ. Por su npoyo técnico en el presente trabajo. Por 
su sincer.:1 y grata amistad. y por su grnn lado humano. 

Dra. ;\laria de Lo.urdes Juárez ;\1osqueda. Por el apoyo para realizar este 
trabajo en la parte de microscopia electrónica. 

Biol. José Luna ;\luñoz. Por su colaboración en la parte corres¡>ondiente de 
microscopia confocal. 

~J.C. C:irlos Ignacio Soto Zarate. Por su vñliosa nyu.da ¡)3ra:·¡..enli-Zar ·e~te trabajo 
en ht pane de microscopía de fluorescencia. Por :SU apo':~~ tie'm~o y a_ mistad. 

;\JVZ. Germi\n Garrido Fariña. Por el apoyo ticnic~'\-é~ 
material para In parte de histología. ·· · 

IOQ. Araceli Castillo Romero. Por su apoyo y gran.~~¡~·~?_~-.;<<. 

Armando Sánchez .. Por su apoyo técnico en el pre~e·nt"..~r;-abajÓ.·'~'.por su amable 
amistad. 

' :~-.,.· . . , . ~:/'·_··-'.~/~. .' ' 
Fortunato :\lote Rodríguez. Por su apoyo ~écnic~ en 'el preSe~té_ tra~nj~>Y· por su 
agradable amistad. - " · -- · -- · · 

Por su asesoría,. grata compañia y--- ami~~n;~ ,.:~:,~-:-~~-is.;/~-~t~·~~" :om~:Úiler.os de 
laboratorio llilda Karina Ramfrez. Tonatiuh .Aynla~·-~armer:- Ramírez.· Gust.avo 
B:tsurto y Ru bén Olh.·er.. · 



Í;>;DICE 

1:-;TROOl"CCIÓ;-.; ..................................................•....•..•......................................... I 
~lorfolisi ... .,.k,gia del Intestino Delgado ....................•................................... 1 
Escltt!r1cl:i~: co/i enh:ropatógena .............................................................. 3 

~:~t~~~~~~ ~~~~~~~~~n~aa~~~·r·i~-~~~: :: : : : ::."." ." .".": .'.' ::::::: ."."." .".".'.".'.".'."."."." :.'." .' .".": .'." :."." .' .' ."." ::~~---~ 
Citoc:s4uel.:to .................................................................................... 6 
FilamentC\s de Actina y Células Epiteliales de Intestino Delgadt.'l ...................... 6 
Culti'o Celuf¡lr .................................................••........•..........•............ 8 
J USTI FICAC f Ó;>; .............................................................•.......•.............................• 8 
OBJETIVOS .................................................•............................... IO 
Ohjc:ti"o General ......................................................................... 10 
Objcti'\o:;; Espc-cilicos ........................................................................ 10 
;\IATERIALES Y :O.IETODOS ........................................................... 11 
.-\islamicnt.:. ~ Cultivo de Entcrocitos .....................•.............•................... 11 
Culti"o de: REPEC .............................................•........•................•...• 11 
lntcracch."n de REPEC con los Entcrocitos .............•..•...............•.....•......... 11 
Jnrnunotlc\Jrt:sccnci~1 ......................•..•.••......•.•••••••••....•••••••••.•••••.•.••••.. 12 
:\ticroscor-ia Electrónica ......................................•............•....•..•......... 1:? 
RESULTADOS .............................................•.•.........•..................... 13 
Culti" o de 1-:ntcro.citos ...........................................•............................• 13 
Et~cto de: REPEC sobre el Citoc:squclcto ...............•.................................. 14 

.\licroscopia Con focal. ................................................. 14 
i\1icroscopia Electrónica de: Transmisión .......•.................... ::?.] 

DISCL"SIÓ=" ...................................................•.......•••......•............• '.:-! 
CO~CLL"SlOi"'ES ..........................................•..•........•.......•.......•.•.. .::6 
BIBLIOGRAFÍA ..........................................•.•......................•...•...• ::7 

TESIS CON --¡ 
FALLA I.'í:: C 

----··-··-- -----·-·-····· 



INTRODUCCIÓN 

;\Jorfofisiologht del ~ntcstino Delgado 

El inh!stino ddg.ado es un órgano tubular que.: se c:xtic:ndi: desde el piloro g:isuicn 
hasta el orificio ilcal dondi: comienza d intc:stino grueso. El inh:stino delgado st: 
divide: c:n tres sc:gmcntos anatómicos: duodcno. ye~ uno e ikon. El duodeno es la 
primera pune y es la mas corta. seguido del yeyuno y finalmcntc el ikl"rn ( t 0). 

El intestino delgado es et principal sitio de digestión de los aliml!ntos !o- di! la 
absorción de sus productos. El quimo que proviene del estómago es n:cib1do c:n el 
duodeno. donde: tambh!n llegan las enzimas del páncre:is y la bilis del hígado. para 
continuar con los procesos de solubilización y digestión. Contribu,ycn con el pn.~c:~m 
digcsti\.O las enzimas localizadas en d glucocáliz de las microvellosidades de tos 
entcrocuos. en particular las sacaridasas y las dipcptidasa.s. pues completan la 
degradación dc la mayor parte de los azú.carcs y las i:-rotdn::1s a monosac:iridos y 
amino.3cidos. n:spccth. amcntc. que luego son absorbidos. Tambit!n son absorbidos el 
agua ) los electrólitos que llegan al intestino delgado con el quimo ) las secreciones 
pancn:.3ticas y hepáticas. en particular en la porción di!iotal del intestino dclgaJ1..1. Las 
\.ellosidadcs son proyecciones digitiformes de la mucosa.. que se csticnc.kn a la luz 
intestinal ) las criptas intestinales son invaginaciones de la misma. Las 
micro" cllosidades son pro:yccciones de la membrana pla.sm.itica que proporciona."l una 
amplificación de Ja superficie de contacto luminal. Cada cC:lula posee varios mil~ de 
micro,cllosidadcs densamente agrupadas. Son visibles ..:on el microscopio óptico y 
conlien:n a la región apical de la cClula un aspecto estriado. denominado chapa 
cstriada ( 1 O. ::?8 ). 

l listológic3Jllcntc la mucosa intestinal sc compone de ,·arios c:stratos: La uinica 
muco~ que comprende d c:pitdio simple columnar con c:xocrinocitos calicifonnes 
intc:rcalados. la lamina propia y la muscular de la mucosa. profundamente: a la mucas.a 
c:sta la submucosa. di:sput!s la_ muscular y externamc:ntc ta serosa (Fig.. l) ( 1.0, ::?8). 

Las cdubs maduras del epitelio se encuentran en la sur<rticic: de las "cllosid:id..:s e 
inclu)en a lo~ i:pit..:liocitos columnares villosos (entcrocitos) y a los exocrint.~itos 
caliciforrncs. y en el fondo se encuentran las criptas intestinales (di.: Licberluhn). 
e:\.ocrino..:itos con granulos acidólilos (cC.:lula.s de Paneth). endocrino·citos 
gastrointestinales y las cClulas ~l. Los entcrocitos se: encargan del transporte de 
sustancias dc:sde Ja luz intestinal hacia los capilares del sistema "ascular. Los 
cnterocito:> presentan compkjos de unión entre ellos. con Jos cxocnnocitos 
c<iliciforrncs ) los endocrinocitos gastroentt!ricos. Los cxocrinocitos caliciformes se 
encucnt.r::m entremezclados con Ja....;, dc:más ct!lulas del epitelio intestinal. Estas c¿lula..-; 
produ..:cn mo...::o. almacenado c:n la cl!lula como gr.inulos de mucinógcno ,_. al 
micrus.:opio este espacio se \.C vacío al tci'lir con 11-E. En microscopia electrónica dc 
transmisión se re\. cla Ja prcsc:ncia de una gran acumulación de gr.3nulos dc 
mucint.lgc:no en el citoplasma apical. que distiende el ápice: de: la c¿tula y distorsiona la 
forma d.: 1'1!> cC.:lulas "ccinas. Los e!\.ocrinocitos con gránulos acidótilos se c:ncuentrJn 
en la ba.se de las glándulas mucosas. estas cdulas contienen gránulos de: secreción 
apicall!S que contienen lisozima.. glucoproteinas. arginina y zinc. Los productos de 
secreción de estas células tienen acción antibactcriana.. que junto con su acti'\.idad 
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fagoci:aria di: determinadas bacterias y protozoarios. sugieren una funcil\n reguladora 
di: la llora bacti:riana norm:J.I dd intestino delc:ado. Los endocrinocitos 
gastn ..... intcstinall!s se cncucntr!lll en la porción inforior de las criptas inti:stinalcs. pero 
migran Jentamcmc y se puc:den encontrar en todos los niveli!s de las vellosidades. 
Estas .:dulas si: encargan de la secreción hormonal para regular la fisiología 
g:.1stn."intestinal. Las ct!lulas ~f n:prcscntan una parte füncional del ti:jido linfoide 
usod.l..!0 a la l11lH:os;1 (Fig . .:!) ( 10. :!S). 

TELA SlºU~1ecos .. \ 

Tl':-;ICA ~U:SCULAR 

TÜ~ICA SEROSA 

Fi:.:.. 1 C .. ~ru h1'>ll'l,)g1c(1 de mte!>1lnl1 Jelga.Jo de conejo con tin~ión H·E "isto en microscopio de 
h11: t:!U'I ~e indican h1:- estrato .. h1stologu:os de la pared intcstJnal 

:~(A) 

Fii:. ~ A. Conc histológico de intcstmo ddg.ado de conejo. tcz'\ido con 11-E y visto en el 
micros.:op10 de luz (20x). B. Campo observado a ma~or aumento (100X) de la zona indicada en 
el pand .·\... mostrando a los cntcro.:itos con su caractc:ristica morfolog.ia de: cC:lula columnar con 
micro"cliosidadcs. 
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E ... ·cht!richi11 co/i cntcropatógena 

Eschc.•rich:.1 co/i es una ba.:teria Gram·negativa y pcncnccc al grupo" Je las 
entt:roba.:tcrias. Existen 5 patotipos de E. coli asociados a cnfcrmcJ:idcs diarrci.:as: 
Escherichia coli cntcrotoxig¿nica (ETEC). Escherichia coli entcropatógcna (EPEC). 
fu·chericl:ü1 coli cntcrohcmorr.igica (EHEC). Escherichia coli cntcroinvasiva (EIECJ 
y Esclzo!r: .. ·J:ü1 coli cntcroag.rc:gath a (EAEC). Basado en estudios cpidcmiolOgi.:os se 
ha encontrado un sexto patotipo nombrado Escliericliia coli de adherencia difusa 
(D.-\EC). que aun no csta bkn estudiada como las otras (3). 

En general Escherichia coli es un importante patógeno de los humanos y de: los 
animales (30). Afocta al ganado bovino. cerdos. aves. conejos (25. 13). perros (:!0). y 
posiblemcnh: tambi¿n pollos pequcr'\os (16). Además. la colibacilosis está considc:radn 
dc:ntro de: la lista de zoonosis de Ja FAO (Food and Agriculturc Org¡mization) ( 11 ). 

Escltc!r1cl:w co/i cnteropatógcna ( EPEC) es una de las causas principalr.:s de diarrea 
infantil en el mundo (26). Además de diarrea profusa cursa con bajo grado de fii:brc y 
\'Omito ( 13). En promedio. la edad de distribución en nif\os es de 6 meses a .2 anos. 
EPEC puede ser aislada de individuos sanos y enfermos. La vía de transmisión es 
fccal·oral por manos contaminadas. alimentos o fomitcs cont;1mim1dos qui: sir.en 
como 'ehiculos. En pacientes sintomáticos. EPEC pui:de ser aisla1.fa de heces dos 
semanas dcspuCs de terminar los sintomas. 

Es mas común en paises en vías de desarrollo y en paises industrializados disminu) c 
su frecuencia (31 ). En Estados L'nidos v el Reino Unido esta bacteria causa frccuc:ntcs 
brotes de diarrea en nü'los. En los hosp-italcs se presenta en brotes con una mona.Iidad 
de hasta c:I 50"!0. De h..:cho. brotes e'.\plosivos de diarrea por EPEC han sido 
rcponados en las últimas dos décadas en Estados Unidos. Reino Unido. Finlandia. y 
otros pai:;;cs. En contraste. en paises en desarrollo EPEC es la mayor causa de di:l!Tca. 
con ma)or frecuencia en niftos de 6 meses de edad. Estudios en l3ra.sil. f\.t¿xico y 
Sud<ifrica muestran que del 30-40'?,0 de las diarreas infantiles son atribuibh:s a EPEC 
<12). 

EPEC es especifica dc humanos. de igual modo e:xistc:n cepas patógen;:1s para otr~ 
especies. como es la Eschericlua co/i entcropatógcna de conejos (RE.PEC) que infi:ctu 
a estos animah:s y se caracteri7..a por causar diarrea se,era en gazapos y al igu:il que 
EPEC cn humanos tiene especificidad de tejido (30). La infocciOn con la cepa REPEC 
por" ia r-.2.n:nti.:ral causa la mucrtc del 90~0 dr.: conejos reciCn nacidos ( 16). 

~Jec:1nismo de Patogenia 

El m1.:canismo central de.: la patogenia de EPEC es la lesión llamada .-VE (del ingh!s 
attaching and cffacing qur.: significa adherencia y destrucción). la cual se caracteriza 
por destruir las microvcllosidadcs (31 ). y producir Ja formación de: p.:dc:stalc:s ricos c:n 
actina ( 5 ,_ Para que la EPEC realice: esto se vale de la sc:crcción de: proteínas por 
medio del sistema de secreción tipo 111 llamadas Esp•s (proteínas secretadas por E. 
cofi) que: son secretadas directamente a la célula hospedera. e incluycn EspA. EspB. 
EspD. EspF. EspG y Tir (13). Por otro lado las Esp's y el sistema de sc:crc:ción están 
codificados por una isla de: palogf!nicidad cromosomal llamada LEE (del inglés Jocus 
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of cnh:roc:-tc: ctTacem..:nt) ( I-' ) .. -\dc:m:.is LEE también coditica a una proteína llaniad•• 
intirnina c.:iJhesina de la membr.:m.i externa de EPEC) ( 13). 

La interacción entre EPEC y Ja ,:¿Jula hospedera puede: ser di\ idida en tres pasos: 1) 
adherend:i inicial (no estrecha) di: la bacteria a la célula hospedera. 2) transducción di! 
scr'lal..:s di:ntro di.: esta últin1a y. 3) la adherencia estrecha de la bacteria a la supc:rtide 
de la c¿JulJ.. El primer paso n0 C;:opcnde del sistcma de secreción tipo 111. involucra al 
BFP (dt:I inglt!s. º"bundlc-forming piliºº. pili formador de rizos). el cual produce: la 
adherencia inicial de Ja bacteria .l la supcrticil! dr: la cdula (26). Después Espr\ li..'"lrma 
un organ.:lü filamentoso (simib.r al llagdo bacteriano. pero hueco. dcnominadll 
··aguja"") en la superlicic de la bacterin. involucrado en la translocación de proti:inas 
efccu.lr~ ... EspB y EspD son in~nadas en la rnembrana celular del cnterocito donde 
forman un poro de translocación a través del cual las proteínas cli:ctoras son 
secrc:-tadas al citosol de la ci.!lula h'-"spcdera (Fig. 3) ( 13 ). 

Así. EPEC --¡n:- ccta'" a Tir tJd ingles ··rranslocatc:d intimin rcci:ptor ... ri:.:i:pl'-''r 
translocado de- intimina) dentro Ji: la célula. Tir f::norcce su fosforilación por cina...,.a..'i 
si1.?.uicndo :>u inserción dentro de la membrana de la c¿lula afectada. La función de Tir 
es- actuar .:orno receptor de la mülécula intimina para la adhesión de- la bacti:ri:i 3 la 
supcrricii: .:t:"lular. En contraste a Tir. la intimina no es secretada por el mecanismü d~ 
secreción tipo 111 sino que es una protdna que forma parte di! la memhrana extcnta di: 
la bacteria t~6). 

~lrmbrana interna bnclrriaaa. -------1 
Sistrmu de sccrttión lipo 111 ___..,. 

~lcmbruna ~:1:trrna bac1criaaa. ======~ 

EspA 

.\lrmbrunn plasmática celular. 

Cilosol de Ja célula 
hospedera 

Tir 

Fig. 3 Sistema de secreción tipo 111 de EPEC. (Tomada de Goosne) et al., 2000) . 
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Sobri: Ja inserción de Tir i:n Ja ml..-mbrana plasmática do: la célula hospedera.. '-arias 
proteínas del citocsquclcto son ri:clutadas al lugar de adhesión de EPEC. Estas 
inclu~i:n atfa-actinina. czrin.i c1..,nactina. talina. fim~rina... fosfoprotcina cs:i::l.Ulo
vasodil:ltador~1 ( VASP). villina. proteína del sindrome nc:ural \Viskott-i\ldri.::i (N
\\"ASP 1. ~ Arp:?."3 lactin-rcl:J.tcd protc:in::? y 3). N-\VASP ~·el compkjo Arp:! 3 .:stfln 
rclaci1..,nadas con la polimeriL;:ición de actina. se asocian r.ira formar elt:vacion~ Je la 
1m:mt-r.1na celular denominaJ.os pc:dc:stalcs sitio en donde la bacteria se estable.:.;!' para 
coloniz:ir el intestino ( 1 ::?). 

REPEC produce. al igual que EPEC en humanos. la...;; lC$ioncs características do: A/[-: 
en la mucosa inti:stinal. A difi:n:nda de EPEC. la isla de: patogenicidad (LEE) de 
REPEC solo está parcialmente secuenciada. La mayorí:i de los genes dentro de l:i isla 
están organizados dentro de cinco opcrones policistrónicos: LEE/, LEE2. LEE_::_ tir y 
LEE-1 E.stos geni:s codifican a los componi:ntes dcl sistema de secn:ción tipo IIL una 
adhcsina de: membrana exh:ma de 9-1 kDa homóloga a intimina (producto del gen ~ae) 
y a Tir. también codifica para Ja proteína CesT. que es una chaperona de Tir ~· por 
último a Ler, un miembro de la familia 1-1-NS de activador-.:s lranscripcionales. mismo 
que regula Ja transcripción positi"a de muchos genes dentro de LEE. asi como 
algunos fuera de esta isla. Los genes qui: codifican al sistema de secreción t!;:"O 111 
estún altamente conservado~ entre EPEC y REPEC. aunque existe algún gl.!.:o de 
variabiliJad en intimina y las Esp"s (30). 

Sistemas de Secreción Bacterianos 

Esch~r1chia colt utiliza si~h:mas de secreción para lilx~ factorc-s de .. ·irulencia y 
toxin:J.S propias de la bacteria. Los sistemas de secrixión para bacterias s.e han 
dividido c:n 5 tipos. El primero es i:I sistema de sc-crcción tipo 1 que está form:i.:o por 
tres elementos: un exponador de la membrana interna_ una proteína ancla.!a a la 
membrana interna qut: cruza d pt:npla..o;;ma y una proteína de la membrana ext.:rna. La 
unión dt: las tres forma un canal que cruza las dos memi:ranas y el perispla.sm:i. por 
donde las proteínas son secretadas. El sistt:ma de secreción tipo 11 se encarga de 
secretar t:nzimas ) toxinas. para que éstas pasen por la membrana interna la bacteria 
utiliz3 i:I sistema Sec tmccanismo que empica un pépti¿o sei\a)) y despu~s for:na. un 
complejo proteico (secretón) que forma un canal para la secreción a la sup.;::-ticic 
celular. El sistema de secreción tipo 111 (Fig. 3) es capaz de translocar factor.:-s anti· 
huspcJcro directamente dentro di:I citosol de las cClul~ cucariotas. El sistc:na di! 
secn:ción tipo IV se especializa en transferir una variedad Je: biomolCculas de cClula u 
cCJula.. t-actcria-bact~ria (de mani:r.i similar al sistema C.: conjugación bacter!.!..-:.a) o 
bacteria-..:Clula eucariotc (transforencia de complejos proteína-DNA): tamb:.:n se 
utili.1'-a rara Ja secreción de toxinas. El sistc:ma de sccrc:ción tipo V corresponde a Ja 
via di!' ~.:creción qU1;: utiliza autotransportadores quc: C'S"..in formados por un p¿;,tido 
sd\al p.u-.i secreción a tra'-CS de la membrana interna un ..:!ominio funcional (pa_~ji::ro) 
y un dominio ~- qui: se insena en Ja membrana externa y forma una cstructur.i de poro 
en barril-P,. similar a las porinas bacterianas y a través del cual el dominio ex fur.cional 
es e'ponado (9 ). 
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Citocsqueleto 

El citoc:;:quelelo es una red de;: rilamentos proteicos que sr: cxtiendr:n por todo el 
citoplasma. cuya función est.:i relacionada con dar forma y movimiento a la cClula. 
Dentro de tales funciones están por ejemplo: Ja contracción muscular. cambios de 
forma que ocurren durantr: el desarrollo c:mbrionario de "cncbrados. mo,imh:ntu 
intrucr:lul.Jr como r:l transpone de los organclos de un lugar a otro dentro di!! 
citopl3.!'ma. Ja segregación de los cromosomas durante Ja mitosis y el movimiento Je 
las cClul.J.S sobre un sustrato ( 1 J. 

La acth. idad de.:! citocsqucleto de;: pende de tres tipos de filamc:ntos proteicos: los 
filamentos de actina. los microtúbulos y los filamentos intermedios. Cada tipo di: 
filamento está formado por una subunidad proteica distinta: actina para los tilanwntos 
de actina. tubulina para los microtúbulos. y una familia de proteínas tibros~L'i 
rc.:lacior.adas. como son vimcntina.s. ncurolilamentos, queratinas o lamininas. para los 
tilamcmos intermedios. Cada uno de estos tres componc;:ntcs tiene una función; los 
filamentos inh.:rmedios proveen a las cClulas de fuerza mccanica. los microtúbulos son 
considc:rados como los organiz.:idon:s primarios del citocsquekto y se relacionan con 
lrnnspor.:.:- intracelular. finalmente: los microtilamc:ntos de: actinu son csenciaks para 
mucho~ de los movimit:ntos cc:lulares. tanto de la célula como mo-. imh:nto 
intracelular. así como de dar la fonna celular ( 1 ). 

La manr:ra en que una célula cucariota esta espacialmente organizada por proteínas 
del ci1~uch:to es mediante la polimc-rización de sus subunidades. en donde cada 
tipo di.: filamento es un polimero helicoidal que tiene una disposición difi:n:ntc en la 
ec.!lula ~ una función distinta. En c01da uno de estos tres tipos de proteínas de.:! 
citoesquckto. miks de unidadc:s se ensamblan formando un filamento lineal~ que 
puc-Ue ~r lo sutii:ientcmcme largo como para ir dc un lado a otro de ha célula. Estos 
tilamcntos conectan complejos protc:icos y organclos de regionc:s distintas de la c¿lula 
y actúan a modo de rieles para el transpone intracelular. Además. forman el soporti: 
n1cc<inico. que es c:specialmentc importante en las cClulas animales. que no disponen 
de rigi..:!:is paredes celulares e~tc:mas. El citocsquelcto ÍOrnla un armazón interno que 
n1¡tnticnl!' el Hllumc:n celular. Sin embargo~ los tres tipos de filamentos. por si mismos. 
no pw:~r:n ser responsables ni de la forma ni de la longitud de la célula. dichas 
funcioncs dcpcndcn de un gr.m séquito de proteínas accesorias que unen los 
filamcn<os a otros filamentos y a otros con1poncntes celulares. Las proteínas 
a1.:cc~ori1"" son c:;cndalcs para el control del ensamblaje de los filamentos en Jugares 
particul.irr:s ) proporcionan el rr:otor paru el movimiento intracelular a lo largo de 
\!!los l 1 J. 

Filounentos de Actina y Células Epitcli.ales de Intestino Delgado 

En todas las células c:ucariotas e:\.istc actina y constitU)'C en promedio el SC?ó de la 
protcina total. La fuente mas común de actina c:s d músculo esquelético donde 
conforma apro~imadami:nte c:I :?O~ó de su masa. Cada moh!cula de actina es un 
péprido de: 375 aminoacidos de longitud y está asociada intimamentc con um1 
molCcub. de ATP. Los filamc:ntos de actina IOrman estructuras estables v 13.bilcs 
dentro <l;: la célula. Los filamcn1os c:stabks forman c:l eje de las microvello~idadc:s ~· 
son comroncntes cruciales del aparato contráctil de las células musculares. pero 
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muchos de los movimientos celula..rc:s dependen de estructuras que pueden pasar dl.! 
una forma a otra. El filamento de actina es una hebra di: 8 nm de diámetro. 
denominado actina F. formado por una doble ht!licc de rnonómcros de actina (actina 
G) orientados uniformc:rncnte. Es una estructura polar con dos extremos. un extremo 
rnás (también llamado extremo ancho o barbado) de crecimiento rápido y un e~tremu 
n1enos (rnmbit!n llamado extremo en punta) de crecimiento lento. Al menos cxbto:n 6 
isotl.1rmas de actirrn en tejidos de mamiti:ros y se agrup.111 t:n J tipos Jcpcndicn..:,1 Je 
su punto isoclt!ctrico. las Ct actina." qut: se encuentran en di"crsl1S tipos di.: n1üsculos ,_. 
las P ,_ y actinas que son constitu~cntes principales en las c¿lulas no musculares. Sus 
secuencias de aminoácidos han sido altamente cansen adas durante la evolución y 
todas se ensamblan en filan1entos. Raramcnti: los filamentos dc actina se cncucntran 
aislados en Ja célula. sino que generalmente forman agregados y haces. con puentes 
entrecruzados. que son mucho más fucnes quc los filamentos indh iduales ( 1 ). 

En las células epiteliales dc intestino delgado. como)ª se mencionó. Jos ti lamentos de 
actina se encuentran formando d eje de las micro" ello::'idadcs v formando band;is <le 
adhesión <=mwh1 adher~·n.s) que .rodcan cada una de las ~Clula~ interactuant.:s. 
constru>cndo un anillo contr.tictil de tih1mcn1os de actina. situado en la cara 
citoplasmdtica de la región ml!mbranosa implicada en 13 unión hacia el polo apical. 
Estos tilamcntos de actina se unen de ct!lula a célula mediante protcinas de unión 
transmcmbrana llamadas cadherinas. cuvos dominios cxtracclularcs se unen al 
dominio extracclular de una molécula de· cadherina id¿ntica en la cClula adyacente 
(Fig. 4J ( 1 ). 

Filamr.:ntos de actina LU:l.IE:-: 
~ticrovcllosidadl!s que !'e 
proyectan a partir de la 
superficie: apical 

r~~~~~!tsli~~i!1J~rrrr;~l-Unión ocluyente 

J-f az de filamentos 
de actina (banda de 
adhcsiñnl 

~1cmbranas plasmüticas 
laterales de las células 
epiteliales adyacentes 

Superficie ba.s&J.I 

Fig. 4 Bandas de adhesión c:ntrc cClulas cpitc:lialcs del intestino delgado y filamentos de actina 
en las micro"cllosidadcs. (Tomada de Al~rts el al.. 2002) 
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Cultivo Celular 

El cultho de tejidos fue conocido por primera vez a inicios del siglo XX como un 
método para c:studiar el comportamiento de las c¿Iula.s animales fuera de las 
variaciones del sistema como la homc:ostasis y el estrés ~ue sufre: un animal durante c:I 
experimento. El cultivo de c¿Julas a partir de muestras ~e tejido se utilizó durante 50 
ar"los. ~"-'r lo tanto no es de sorprenderse: el nombre de i:ultivo tisular, y fue: en la 
dc.!cada de Jos 50's que csta área fue más explotada utilizando cultivo de cduh1s 
dispersa..." (8). 

El ténnino de cultivo tisular tarnbiCn es utilizado p31"3 entenderse como culth:o de 
órgano ~ cultivo celular. El cultivo de órganos ca..;;i sh:mpre implica un cultivo 
tridimen!'-ional de tcjido no disgregado o de todas las car.i~teristicas histológicas de: un 
h.:jido. Cultivo celular se rc:flere a cultivos derivados a partir de células obtenidas de 
un tejido original. de una linea o cepa celular. J'.'k..'f" medio de la disgregación 
c:nzim3tic::i. mecánica o química (8}. 

Algunas de: las investigaciones que se pueden llevar a C'::lbo en los cultivos celulares 
son: acti" idad intracelular (transcripción de AD!': ) simesis proteica): tluju 
intracdul.ir (ARN. mctabolitos y hormonas); interacciones entre parásitos. virus o 
bacterias. ~· sus c¿lulas hospederas: acción de drogas y cinética de poblaciones; 
interacciún cClula·cClula (inducción embrionaria. cooper.!ción metabólica y limitación 
dc crecimiento, etc.) (8). 

JUSTIFICACIÓ:-> 

Uno de los grandes retos en la in\ estigación es contar ~on modelos c:xpcrimc.:ntalcs 
que pc:rniitan reproducir los eventos que suceden dentro del organismo con resultados 
lo mas cc:rcano posibh.: a Jo que: se observa in ""'""º· En d caso de infecciones 
bacterianas. ha cobrado especial interc:s conocer como las bacterias interaccionan con 
las ct!lulas que invaden. REPEC produce un cuadro patológico muy similar al 
ocasionado por EPEC en humanos. infectando el intesti!'lo delgado de conejos 
dcstcta.:iDs causándoles diarrea y deshidratación (32). A ni,el d...: patogenia. tambh!n 
ocasinn.:i una reorganización dd citoesqueleto e.Je actina.. REPEC tiene un mecanismo 
de patogenicidad análogo al dc EPEC en humanos.. razón por la cual se ha 
considcr.J.do como un modelo potencial para el estu.:iio de la patog¿nesis de las 
h:siones .·VE de E. co/1 en un hospedero natural (:?Ol. Es así como los conejos 
infocta.:i ... .,s con REPEC pro\.ecn un excelcnte modelo de infección humuna con EPEC. 
Pcrmite h.lcer e!>tudios sobre la patogenia de esta bac't::ria de una manera que serÜI 
muy dificil de realizar en humanos (30). 

Con la \. ... btcnción de culti\OS de enterocitos se pueden h~..:l!r c.:xperimentos realizando 
infcccionc:s con REPEC. Adema.-. proporcionan información muy cercana a lo que 
sucede en un animal infc.:ctado y con esto es posible con.x-er con más detalle: Ja fonn~1 
en que c::;ta bacteria utiliza Jos mecanismos cdulares para. su bc:neticio. en especial 
aquc:llos relacionados con cambios en el citoesqudeto y entender con mayor claridad 
la forma l!n que esta bactc:ria coloniza el intestino. lo que podría permitir el disc.:i'io di.: 
c:stratcgüs lcrapéuticas. Asimismo también se tendrfa. un modelo para realizar 
estudios dro: biología celular y molecular sobre Ja dinámica del citoi.:squc:lcto. 
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utilizand'"' las proteínas bacterianas in'\'olucradas en los rc:arrc:glos de los tilnmcntos de 
actina qu;: se: observan durante: la infi!cción. 
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OBJETn·os 

Objethoo Genernl: 

J!:stabh:i:cr un cultivo de cntcrocitos de conejo paro utilizarlo como modelo de estudio 
de la info~ción con REPEC. 

Objcth.·os Específicos: 

a) Estandarizar las condiciones óptimas para establecer un cultivo de enti:rocitos. 

b) Establecer el ciclo de infección de REPEC en el cultivo de enterocitos v dc:te~tar 
los rcarrcg:Jos del citoesquclcto de: actina. -
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i\IATERIALES Y METODOS 

Aislamiento y Culti,·o de Enterocitos 

Se utilizaron 1 S conejos (raza Nueva Zelanda). de 2 mc:sc:s de edad. Se sacrít1.:aron 
por sotir.:dosis de anestesia y se obtuvo c:l intestino delgado sin ntcscntc:rio. Se t'-"'mÓ la 
tercera panr.: del intestino para procesarlo y las otras dos tcn:cras panes se (¡1\ arc•n con 
PBS (del ingli:s phosphatc buffcrcd salinc. amortiguador salino de fosfatos. pH de i . .2) 
y se: consc:rvaíon a -i~c en el mismo amortiguador rara ser procesadas :?4 horas 
dc:spues. La parte que no sc conservó a -tºC. se lavó 1 O veces con PBS. 
Postc:rionnc:nh: se escindió y se lavó c:n un tubo cónico con 1 O mi de PBS y se agiu> 
en el "onc:x por 1 O min. continuando 4 lavados mas. Terminado este paso se col~ó .:! 
intestino en un ponaobjcrns y la túnica mucosa se C'~folió con ayuda de otro 
ponaobjC'tos. pasando el exfoliado resultante a un tubo con 10 mi de PBS. agitindolu 
en el "ClnC'x > centrifugándolo a 3::?::?0Xg por ::? min. (en cada paso se obscn a.ba al 
micro::.copio óptico la morfologia de los enterodtos rara a.."'~gurarse que ~:.:i se 
consenaba.. esto se hizo a panir de aquí y hasta tinali7...ar d cultivo, para monitor~ar la 
morfología celular). Posteriormente se decantó cl S<.'lt'irenadantc ) la pastilla sc 
resuspcndió en 5 mi dc PBS con 10 m~I de EDTA mis 35 µ1 dc colagcnasa di~pas~1. 
para disgregar las célula.."i. se agitó cn vonex por 1 minuto~ se incubó a 37°C por 10 a 
15 minutos, nuevamente se agitó en vonex por un minuto. cinco veces. para d~-pui:s 
empa...;;tilfar las célula..._ cc:ntrifugando a 32::?0Xg por ::? minutos. el sobrenadan.te se 
decantó y la pa.."itilla se resuspendió con medio o:-..tE:-..1 (del ingJ¿s DulbC'cco·s 
modified Eaglc"s medium. medio mínimo de Eagle modificado por Dult--ccco), 
adicionado con sorbitol 2~0. Se hicieron dos la,ados con D!\IE~l/sorbitol 
centrifugando a l 13Xg entn: lavados. Se sembraron los enterocitos en cajas de Petri 
con 6 cubreobjetos por caja. colocando 150 µI del sembrado por cubreobjetos e 
incub.indolo a tcmpcratura ambiente (::?OºC) por 1 O min. Finalmente: se agregaron 1 O 
mi de: medio D:-..IE:-..t adicionado con 10'?-ó de suero fetal bovino (SFB). 0.5ª0 de 
manos.a.. antibióticos ( 100 C liml de penicilina. 100 µg/ml de estreptomicina). 1 O m~I 
de pinnato, l m:'\1 de aminoácidos no esenciales y 5 µg/ml de insulina. Sc dejaron 
incubar a 3 T"C hasta por 1--l di as. cn una incubadora con atmósfera de: 6ª ó de CD:. (2. 
6. 1 s. 19. :? 1. 33 ). 

Culth o de H.EPEC 

A panir de una placa en donde se creció la bacteria Eschlt!richia coli enteropatógena 
dc conejo scrotipo O J 03 se tomó una muestra de la panc más homog¿nca y se ..:olocU 
en 5 mi de medio Luria Bcnani (LB). incubando toda Ja noche. posteriorm~te se: 
cmpastilló centrifugando a 32:?0Xg por 2 minutos. se decantó d sobrenadantc y se 
n:suspcndió la pastilla en 5 mi de: D!\.1E~·1 101?-ó adicionado con manosa 0.5ªa. sin 
antibióti..:o y se: incubó por 4 horas más. 

Interacción de REPEC con los Entcrocitos 

Se tomaron los cultivos de entcrocitos crecidos en cubn:objetos (incubados por 2 a 7 
días). Se;:- retiró el medio. se la,·aron con PBS estéril y con D1\1EM sin antibiótico. Se 
tomaron tres cubreobjetos como control negativo y tres cubreobjetos se inocularon 
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con Ja t:-a.ch:ria REPEC O 103 ( 1000 bacterias/célula). agregando 5 mi de medio 
01\.-IE;\I IO"o adicionado con manosa 0.5'!~. sin antibiótico y se dejaron incubar p..>r 4 
horas a 37''C. en atmósfera de 6°0 Je: CO:. 

lnmunonuorcsccncia 

Se hicier'"""" ensa~ os de inniunotluorcsccncia utilizando faloidina rodaminada para 
marcar Jos tilamcntos de actina en las células en cultivo infectadas con la bact;:riu 
REPEC. usando como control nr:g.ativo cc!lulas no inti:ctada.s. 

Tanto en Jos controles ncgathos como en los cultivos infectados. se retiró el medio 
o:vlE;\I ~ se fijaron con paraformaldehido al J.5'% en PBS. por 20 minutos (a pa.nir de 
aqui todos Jos pasos se hicieron a temperatura ambiente:. 20''C). Posteriormente: :>e 
lavaron con Pl3S 5 "eccs. Para pcrmcabilizar se incuba.ron con tritón X 100 al.0.5~o en 
Pl3S. por 15 min. ~ se lavaron di: 3 a 5 veces con PBS. Despu¿s se incubaron todos tus 
culthos con foloidina rodanlinada 1 :50 en PBS. por 30 minutos y se lavaron de 3 a 5 
veces con PBS. Entonces se tomaron los cubn:objetos con pinzas >. se: lavaron con 
agua dcsi0nizada.. para hacc:r d montaje en portaobjetos utilizando geh·atol 
adicionad'", con 0.5~o de p-fcnilc:ndiamina. dejando secar c:n oscuridad por 3 hrs. 
Finalmc:ntc- si: hicieron las observaciones al microscopio confocal (34 ). 

;\ticroscopi:t Electrónica 

Las célula......;. se fijaron con glutaraldr:hído al ::?.5(Vi~ en PBS. por :?-t hrs. y se lavaron tres 
veces con PBS. centrifugando a 1 SOOXg por 3 minutos entre cada la" ado. eliminando 
el sobrr:n.adante y resuspcndiendo la pastilla. Se hicieron tres lavados más con agua 
bidcstila.!.J.... centrifugando a t SOOXg. por 3 minutos entre cada lavado. eliminando el 
sobrenad;mtc y resuspemih:ndo la pastilla. La pastilla resultante del último h1vado se 
rcsuspcr.di..J en tc:tróxido de: osmio al 1 ~ó y se: incubó por t hr .• dc:spuCs se: centrifügó a 
1800:\:g. p...Jr 3 minutos. se eliminó el sobrcnadante y la pastilla se rcsuspendió en 
alcohol r-a..ra iniciar el proceso de deshidratación. Se inicia incubando con alcohol al 
3U~o por 10 rnin. ~ se continuó incubando a concentraciones ascendentes de alcohol. 
50ºU. 700~ SO~o. 90°0 >. 95~o por 10 minutos en cada uno y finalmente se rcsuspcnJió 
e incutló dos "ecc.s en alcohol absoluto por 20 minutos. DespuCs de esto. la mucstr·:J se 
n:suspen.:!ió en 3 partes de: alcohol absoluto y una de: resina Spurr. incub~1ndo pür :? 
horas. S.: ..:cntrífugo a 1800:\:g pür 3 min. el sobrenadanh: sc climinú ~ la pastilla se 
resuspen.:!ió cn una solución de:! partes de: alcohol absoluto)".:! de la resina Spurr ~-!'e 
in~ubó í'-'r .:! horas. Se centrifugo a l 800Xg por 3 minutos. el sobrcnadamc se 
cl1111inú) la p<lStilla se resuspcndió cn una solución de 1 panc: de alcohol absoluto> 3 
de la rc:-sin;i Spurr ~ se incuhó por 2 horas. Se centrífugo a 1800Xg por 3 minutos. se 
eliminll el sobrcnadante y la pastilla se resuspcndió en resina Spurr pura y si: incubó 
por :? ho~. Se rcpitió este paso incubando con Ja resina Spurr 1 hora. La muestra con 
la resina s.c: pasú a capsulas de pl3stico y se dejó incubar por 36 horas a 60ºC. Una ••cz 
qui.." frag'..!ó la rcsina. se retiró la capsula y se hicieron cortc:s finos para ser 
contras~0s con citrato de plomo y acetato de uranilo. Se hicieron las obSl!'rvaciones 
al micro~opio electrónico de transmisión Jeol (80 kV). 
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RESl:L T.·\DOS 

Culth·o de Enterocitos 

Sc realizó la estnndarización de la técnica de culth·o para cntcrocitos. basada en 
reportes previos (:?, 6. 18, 19. :? 1. 33 ). Para esto se rc:alizaron varios ensayos hasta 
obtener las células en cultivo. a las que se les hizo la ca.ra..:tcrización morfológica.. 

El primer paso fue el aislamiento de los cnh:rocitos Fºr medio de.: gradicnt~ sin 
obtcnc:r resultados satisfactorios. se intentó aislar por medio di: incubación con 
colagcnasa en agitación constante y tampoco se obtenian cntcrocitos en cantidades 
adecuadas. Finalmente se: obtU\ ieron los entcrocitos exfoliando la mucosa intc~Linal 
con un ponaobjetos. seguida de disgregación con colagcn:1sa dispasa. 

Durante todo d proceso. se observó que se conservaran las caractcri~icas 
morfológicas de los cpitdiocitos columnares villosos (cntcrocitos). principalmente: se 
monitoreó el borde apical con microvcllosidades (Fig. S C. D y E. flechas). Como 
control :;.e: comparó la estructur:.1 de Jos cntcrocitos aislados con aquellos de los eones 
histoldgicos de las muestras antes de procesarlas para el culti"o (Fig. 5 i\ >" Bl. 

-. ' 
" . -.. 

(Cl 

(D) (E) 

Fi::,:. ;;; A1~lan11l.'nto de cmcroc1tos para cult1\.·o (microscopio de contraste di: fases) A Corte 
h1 ... h~ll~g1..:o tl.'1l1Jo con 11-E t::!.0"1.); B Amplificacrón del an:a marcada en d panel A (l()(AJ, C. 
L:ntl.'rl~llos c:'foliados del mtcsuno antes de disgn:gar cnz1maticamcntc. obletlido:i 
inda" 1dualmc:ntl.'. D Sunilar al pand C pero obtenidos en pcqlJCl"os grnpos (..iQ:'(); E. Similar a 
panel C ~ro ohten1dl1s '-'" grupos ~ranJcs (::?0.x) La tkcha sdl.ala las micrO\.'Cllosidadc:s en el 
borde: ap1.:al 
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Una 'cz que: se consiguió el cultivo de los cnterocitos. se procedió a evaluar su 
viabilidad para lo cual se hicieron Jos cultivos y dejaron incubar a difc:n:ntcs tiempos. 
St! obtu' ieron preparaciones con una viabilidad promedio de: 7 días y t:n algunos casos 
hasta d~ 1-t días (Fig. 6). 

Debido a que en cada cultivo solo se utilizaba pane del intestino. con d fin de conocer 
la 'iabilidaJ de las muestras para ser almacenadas y cultivadas posteriormente se 
consen ó una pane de la muc:'tra no utilizada durante ::?-t horas a 4"C. para 
postcrionncnte obtener los cuhh (15 de cntcrocitos. Se obtuvieron los cullivos sin notar 
difi:n:nda.s en la caracterización m0rfológica entre estos cultivos y aquellos realizados 
con el intestino recién obtenido del animal (Fig.. 7). por lo que. c:n caso de requerirsc 
una ma~or cantidad de culti,os. est::i podría ser una alternativa. 

- .. 
~~~·
~·~ 
: -u·- , .... , •. 

Fic.. 6 Enh~rocno.;; de conejo de 7 d13.:i de cultivo ,,¡seos al microscopio ópc1co invc:n1Jo. se 
muc .. tra una cC:lula ru.1ladas (A) y un grupo dellas (ll) (40x). 

Efecto de REPEC sobre el Citoesqucleto 

:\1icroscopia Confocal 

En las células no infectadas se observó que éstas mantenían su moñologia 
caractcristica.. resaltando quc no ~ notó ningún cambio en las micro""·eJlosidadcs (Fig. 
8C). En las células infectadas se obsc:rvaron cambios consist..:ntc:s en rc:arreglos dc:I 
citoc:squc:lc:to con una aparente elongación de las micro,·cllosidades ( Fig. 80). Como 
controles parot c"aluar las células en cultivo. cada imagen de tluorcscencia se 
acompaña de su contrapanc obsenada por la técnica de Nomarski (l) (Fig. 8 A y B). 

Las micro" ellosidades de las c¿Julas infectadas sufren un aparc:nte engrosamiento y 
elonga~ión. que da un aspecto de desarreglo o desorden (Fig. 9). a diferencia de los 
controh...o.s negath os en donde se observa el borde apical más delgado (Fig. 1 O A. 
tlcchaJ .. -'\ nh el dcl borde basol.:ueral sc distingue una linea de actina tanto en cl 
control no infoctado como en las células infectadas. dicha Hnca se observa mas 
dc:lgada ~ menos marcada en las c¿lulas infectadas (Fig. 10 A y C. cabeza de flecha). 
y en algunas células infectadas se llc:garon a notar condensaciones de actina a nivc:J 
del citorlasma que eran mas marcadas que en las c¿Julas no infectadas (Fig. 1 OC). 
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Fi~. 7 Entcroc1lns e'foliados de intestino de conejo conscn•ado 2-' hrs a 4ºC. vistos en 
m1cn•,..:op1u de contraste de fou1.."S (40X). Se muestran diferentes cnti::rocitos aislados(/"'\.. B. D. E 
~ G) !" l'UllS en grupos tC) F> ll. El mismo cult1'l.O visto e menor aumento (20X). 

Asimismo. c:n las cl.!lulas infectadas se lkuó a observar un aumento de: Ja marca de 
a1,;t1na por dc:bajo dd borde apical (Fig. 11- C. flecha) a diferencia de: lo observado c:n 
los controks no infectados (Fig.11 .·\..flecha). 

En una ampliación de la figura l IC se puede observar con más dc:talh: c:I borde: apical 
) se not3 c:J aumento de la marca de: actina por debajo dd mismo (flecha Fig. 1::? C). 
Con la ampliación de: esta figura también se puede valorar el dcsarrc:glo de las 
micro' dlosidadcs (Fig_ 12). 

En c:I citoplasma de las células infectadas se alcanzan a distinguir filamentos y puntos 
de condensación de actina (Fig. 13-A). En un conc óptico de la misma célula se 
observa que estas fibras y condensaciones de actina se sitúan en la superficie: dorsal 
(Fig. 13-B). 
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Tambi¿n se: rnuc.:stra una serie de C\.lnes ópticos hechos con el microscopio conti.~al de 
las c¿Jul:lS inli.:ctadas para obsen ar la distribución de la actina. En todos se obsc:n ó d 
patrón aparc-ntementc clongado de las microvdlosidadc:s. pero la condcnsaci1.'-n d..: 
actina a ni' el de: citoplasma y membrana basolatcral era mas marcado en el con~ m~·1s 
dorsal tFig:. 1-H3J y a partir de este: se notaba una disminución (Fig. 14C- G). 

En la imagen ampliJicada de la cClula de la ligur:1 1-1 se logró ohs..:rvar a las 
micro' clk1si.Jadcs aparcrltcmr.:nt~ =i.larg.adas. con un aspe-et o de dc::;arrcglo ( tl~chas 
Fig. 151. 

(AJ 

(C) 

Fic. 8 Cuhl'•O dc entcroc1tos de conejo n1arcados con fa.JoiJina rodammada. '\ISt~ con 
m1crosccip11,) confocal ( 100."). A Entcnx1to no inl~ctado visto mediante la tC:cnica de f\:omarski~ 
[3 Ent..:-r .. ~uo infi.:ctado (4 horas) \.t:.to mediante la tCcnica de Nomarski. C. Entere>.:uo no 
mfcctaJo marcado con faloidma roJ.ammada O Enterocito infoctado marcado con f:sloidma 
rodamma..!a.. l.a.-. t1cchas seflalan el b..."">C"de apical. 
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(.\) CHJ 

(C) 

Fi¡.:.'J. Culll'l.O de: entc:rocitos de conejo infectados con REPEC <-' horas) marcados con falo1dina 
rodammada. 'l.'IStos con microscopio con focal ( IOOx).A y C. Entcrocnos marcados con faloidina 
rodammada. B y D. lm:igcncs de las mismas cCluliL" usando 13 tccnica de Nomarski. Las flechas 
indican d borde: apical 
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Fil!. 1 O Emcroc1t0~ de coneJo en culll" o, marcados con fah . .l1dma rodammada. \.·1sto,;p con 
m1cro~Cl."'p10 confocal ( 100,). A. Entcrocito Ol.1 1nfrct;ido. C Entcroc1to anli:ctado con REPEC t-i 
horas). B !" D Entcrocuos correspondientes a los paneles A ~ C. respect1vo.1mentc. usando la 
tcc111ca de ~omarsk1 Lru. flechas md1.:an el horde api...:al y las cahczas de flecha scr'lalan el borde 
ba!>olatcraJ 
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(A) (B) 

Fig. 11 CuJtn.o de cnterocitos de concJO marcados con faJo1Jma rodaminada. \.'iStos con 
m1croscop10 confocal ( 1 OO...:). A. Entcroc1to no infectados marcado con faloidina roda.manada 
l 1 OOX). C Entcrocuos infectados (..t horas) con REPEC marcados con fafoidina roda.minada 
< IOOXt By O Imágenes de las cdutas corn:spondicn1e a los paneles r\ y C respectivamente. 
ut1llJ'anJo la técnica de Nomarsk1. 
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Fii.,:. I~ .-\01plla.::1ón de la figura l IC Las cr.!lula.s mui:stran la aparc:ntc cll1ngac1ón di:: las 
m11.:rolc:lo~1dadcs lA) a panir Jcd borde apical (B) ~ aumento de la marca de acuna dc:bajo del 
n11:.nu-.4C) 

(,\) B) 

Fii.,:. 13 Culuvo de: cnreroc1tos de conejo infectados con REPEC (4 horasl ~ m:m:aJos con 
fal1..11Jm.a rodammada. "·1stos con microscopio con focal ( 100"C:) .• -\. Jm;igcncs obtenidas por el 
mucn"'~..:o:p10 confocal~ O. Conc óptico 'l.crt1cal. Las lkchas marcan los filamentos de: actina 
..:1lllpla:i-..--:-:1..:os ~ las condcnsac1oncs en la supc:rticic dorsal. 
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Fic. 1-' C.:-r..:s ~·ptu:os d.: un cntcrt....::1?0 (corresponde a la Fig. 80) infectado con REPEC (4 hrs) 
:- 111;arcad0 ,:,m fal01Jma rodaminaJa. 1o·istos con microscopio confocal (100"\:). A. VisuaJiz::!ción 
•. k l.:1 cdul.a u:..J.ndn la tccnic:.t J..: :'\:ornar~~•; B - G. eones ópticos. 
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Fil!. 1:; Entc:ro..::110 de la F1g 1..1. amplificado. en el que se puede obscn-ar un ap~n:ntc 
clnngam1c:nlo y dcsarrcg.lo de las micro\•Cllosidades en el borde apical de la célula 
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~ticroscopia 1-:lcctrónicn de Transmisión 

Para Cl ... rroborur los cambios ocasionados por REPEC en los cntc:rocitos cultivad"s. s.: 
hicieron cnsa) llS de microscopia electrónica de transmisión y se observó la fonn;?..:ión 
di.: pc:d~stales debajo de las hacterias adhcridns al borde ark:il de las c¿lulas en cultivo 
(Fig. 16 A y 13). 

Fig. 16 :'\.1icroscopia electrónica de transmisión de un cultivo c.k enterocitos 
infc.:..:tadus con REPEC por 4 hrs. Sc muestran dos cc!lulas diferentes /A y B) y en c:ida 
una~-= marca a la bactcria (b) y al pedestal {p). 
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DISCL"SIÓ:-o; 

Si.: r.:stan.i."lrizó la tCcnica pa..ra r~:.ilizar los cultivos a panir 1.k cnh:rodtos e.fo .: ... "':-7..:0jo 
p¡1ra d c:0::JJiu de los rcarrcg.Jos Je actina ocasiom1dos por REPEC. Se: dcmostr ... " 4uc: 
cstu bacteria produci.: cambios similan:s a los obscn:adc.1s en cClulos int\:ctada..."' .:on 
EPEC en humanos. tales comll la interacción di.: la b.J.ch:ria REPEC cor. hJs 
cnh:rocit..."':' cultivados y la ob:;.:nación dc la formación de rc1.h:stah.·s. lo qur: '\.?.!ida 
r.:stc 1110..:.::0 para el cstudin J.: la p¡ltog.cnia de EPEC. La ma)oría de los csr..:..!ius 
sobre la interacción deo REPEC con la cdula hospcdi:ra se h;in n.:p~1nado cn l:::cas 
cclularc::" .:.__,mo 1-IEP<? (Robins·Bro\\OC v col. 1994). llcLa (lean Oc R'\ckc " ..:ol. 
1997. ~ouga)rCdc y col. 1999. y ~oug.a)TCdc y col. 2001)) RK13 (:'\ta;chés; col. 
2000) o l:-1.:n c:n estudios realizados sobrc cortes histológicos de intestino de c-."':icjo 
infectado e Hcczko) col. 2001 ). 

Con rela.::"-"n al cuhi"o C:\.istcn artículos sobre aislamiento de enterodtos en :-.J.t~1s 
( Evnns) .: ..... ¡_ 1992). ratoni:s ( :"-1.lcartncy y col. 1000). puercos ( Spencer y col. 1.;~..: ), 
vn.cas (F,,!'lllmann ) col. 2000) ) en conejos se encuentra al menos el rc.:por:.: 1.h.: 
Can'-High: ) col.. ( 1999). quii.:n cuhi\ó cnterucitos p.lra estudiar i.:I ensarnbl:!)i! y 
secn.:ción ..!.: quilomicrones. 

El n.islamicnto de las cdulas dc intc:stino para ohtcnc:r cuhi" os. es en gc:ncral s1~1lar. 
in1..h:pc:n.!i.::itemcntc de la espccic:. En la m¡t)oría de estos l!'Studios. p.1ra disgrcg...!!" las 
células dc:I tejido se hace una incubación a 37"C. con agitación y utilizaciC.n de 
ml!todos .::izimáticos. Al sc:guir c:st~l mc:todología se obscnó que cuan~h., 1~1s célu!~ sc 
disgn:gan j:"ür medios c:nLimaticos e incuban a 37"C se otitenia un¡i potirc: cantid.2..:1 de 
cc!lulas. a..!.:más de que no h.ibi;i adhesión)' se redondeaban perdiendo su morfoto~:a. 

Por Ju .:!!::.:rior. st: hizo una moJilicación de acuerdo a 13 repona.J.1 pt>r :"-1.2..!'-.:0~;.
Jlarrochr.:;. col. ( 1998). qur: consiste en hacer raspados dr: las ct!lula....; dr:I t.:5ido . 
. ·\un4ur: ~:.;J. técnica no se rc¡:'ona r:n los aniculos rcl41cionaJ-. ... s con cuhi'-os prim~~os. 
en este t:-~:-ajl1 se hicieron las r:,fohaciones con un ponaobjetos para separar la ti.;.:i1..:a 
muco!'>a i:::.:stinal. pn1curando '4Ue las células sufrieran el menor dai'h.'l posib!: El 
re!'>uft •. h.!~.., .:!.: esta mL1d1ticac1un fi..:.: posit1"º· lo que se pudl.., corroborar al obser.:!: las 
cdulas ~ :-:vtar 4ul!' conservaban su morfología. además sr: ..... t-tu" ieron gr~m t:antiC.:?...:! Je 
células. !.:?....'que una \.eL sep.J.r.ida.s del intestino. se disgrega.ron l!'nzimaticamentr: p3nl 

ohtener t:.:i ma\or aislumlt:nto r:ntn: ellas. Las cdul~L" aisladas son similares .:?. las 
ohteniJas .. ·n In~ culti\os dt: l!'nto:rücitos rcali.1'.ados por Cart\\ri;;ht y col. { 1999). 

Con rc::-r .... .::0 .1 la adhesión JI! lus r:ntl!roi..:itos en este tip0 •. :!t: ..:ulti\o. comúnme:::.;!' se 
utili."'.a un.3 matn.1: e'tracclular. como el matrigcl (~1acanne;. y col. 2000). Al ~guir 
los prot~·.:..:-1"-1~ reportados en la lnr:ratura. pero eliminando la matrit: se- obsc-nó q:.:: las 
cdula.s :: ...... ~e adherían y la.."' que lo hadan se dcsrl!'gab~m con facilida..!. l.a 
mod1tic~.:i0n 4ue se hiLo al prl!incuhar las células en el me-dio de cultho a 
tcmpcr4tt:.::-.l ambientc. sobre d cubreobjc-tos. por JO minutos. mc_1oró de- m~:1era 
notabk l.a .idhcsiOn de ct!lula.s. L:lnto en cantidad como en tipo e dular. ) a que Ce las 
célula-:. ¡,;¡:.:.: se udherian. la ma)or par1e eran entl!'rocitos. Est.:.i mudilic.:.ición pt!':"::lite 
Jescart;.i: .:.:lulas qut: no corrl!'!:>pondcn a c-nterocitos. lo antc:rior se comprobó mcéi.uue 
caracteriL..?...:ión. morfológica de las células que permanecieron adheridas. T4tmbién sc 
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noló que una vez adheridas las .:0:-Iulas n los cubn:objctos. ya no sc adhcrian ~üs 
c~luln.s dcr.mtt: el tiempo que pcr.:~.mcce el cultivo en im:ubacic.ln. 

Para la J:"fo:;."ar;lción de los culti'c."':'. tampoco se utilizaron los aditivos ...¡ui.: se: n:p ...... ::an 
en otros .inkulos. De: acuerdo .i la mctoJolog.ia empleada.. únicn.mente se un::z¡t 
D:\IE~I e'°"'" SFB. m;mosa. pe::.i.:ilina·cstrcpcomicina. piruvn.to. aminoücidos no 
i.:senciaks e insulina. lo cual repr.::>-."nta otra ... entaja cn cuant" ... a .:ostos. Por otro 12..!v. 
el th:mpo .ll.!' .. ida de los cuhh os ::.:l.!' dc hasta J ..J días. lo cu:il es aJecu~ido para 11;:' ar 
cxpcrimcn: ..... s reln.cionados a estu.:: ...... s con REPEC o para c'pcrimi.!'ntar en otras lir.~as 
di: irn cstig:iciún. 

Una altcrn.Hi'\a obsi:nada durante 1:.1 cl:iboración dc los culthos fue la de: procc~ l;l 
mirad del intestino y la otra miuJ -.:onser'\arla n. ..JºC en PBS

0

duranti.: ~-t horas. Esw 
scrla n:comcndable cuando no se utiliza toda h1 muestra durantc la claboración de los 
culti'\OS. L ..... s culti'\os obtc:nidos ~"'n similares y permiten apru"cchar de mejor ma..-.::ra 
las nH1C'::'tr.l..~ de un animal. 

Los rC"arr.:~ll.h del citoC"squelct..-... ..!.: actina observados en cstc trabajo. como son la 
aparC"nt;: cl0ng.ación ;.·desarreglo.!.: las microvc:llosidadcs. el aumcnh' en h1 marca de 
lluon:s.:i:r:.:1a ..:11 el Oordc apical.:~ .:dulas inti:ctadas y disminución di: la misma ::~ l;.1 
memhran.J Co.isolatcrnl. asi como .:! incremento en la marca de actina por dC"hajo .:fcl 
horJc arii.:.:il. con escasas y ddg.:i.!.!S tibrns o ti lamentos de actina cn el dtoplasm.2.. no 
se pudii:r ..... n comparar con otros t:".?bajos dehido a que estos últimos SI.!' han realiz:ido 
en linl.."~.:' .:.:lulares qui!' no Se."'~ ~specilicas dC" intestino di.:lg~do ;. c;1reccn de 
micro\ cll ..... sidaJC"s. Por otro lado . .:! patrUn de los filamentos di: actina marcados .:on 
faloídina en l~1s ci.!lulas no inf~.:tadas. solo se obscn.a el borde apical y C'n la 
membrana Co:.isolateral. lo que Cl."':-. ..:ucrda con el estudio sobre anc:">.inas n:alizado r''-'' 
:\lassl.!';.-f-Llrroche ;.·col. ( l99SJ e~..:! que SC' utilizaron c¿.Julas dt: ;.e;. uno de cor.o:jo. 
~o ha:- rcr'-'"Ml!!-> dr.: c'pc-rirm:ntl"'S .:.: mfrcción dC" REPEC en cultivos di! l.."ntl!'roci~.:-s y 
tampdc,.., :-.~..,hrl.!' los rl.!'arrn:gl0s d.:! .:Jtol!'squclcto de actina inducidos P'-'r REPEC en 
CStl.!' t1r0 .:.: ..:ultl\O~ 

.-\ partir ..:!.: los resultados llht.::-!:.: ... ..,s. SC' propone qui! la aparl!'ntc cr .. ,ngación de las 
micro' cll ..... :'1Jades. el desarn:~l .. 1 ..::!.: las mbmas. así como el aumento dt: la marc.J. ,jt: 

actina en el borde apical. en corr:.;:-r.iciún a lo observado ~n las cc!lulas no infecu.:!as. 
SI.!' pui.:1.k :?::-ihuir al cti:cto di! RE?EC sobre el citol.!'squdcto di! actina. que: inclu;.;: su 
rcdutami.::itl.) t:n din:cción al tx ... :--.!;: apical del enterocito par.i forn1ar los p!!de~i;:s .. 
E:-.h1~ r.:.J.:-:.:~h1s se cuntirmaron ¡:-.... ·r microscopi~t electrónica di;: tr~nsmisión en é ... ..,:-:..!e 
sr.: J .. ·m~~!":: .. i la rrr.:si.:n..::ia de O::..:hos. pedestales producidos por REPEC en los 
cntcru..:;10s- .Je conejo en culti" o. 1..l formación de pedestaks ocasiorrndos por REPEC 
...:n célul..:.~ .!.:I inle!<>lino de conl.!'j1.."' :..i..-nbiCn ful.! rcponado por l-fl!'czko;. col. (:?0001 ;:-<ro 
r.:n un c-~:~..!10 r...:ali..-:ado en con .. --s ..!..: tejido dt!' intestino di! conejo infectado con ;:sta 
bacti:ria.. que coincidl.!' con la for.:-iación de pt:destalr!s formados c.:n infrccionr!s con 
EPFC: i:n humanos ( Knulh>n. 19951. 
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co:-;CLl°SIONES 

1. Si: 1 ... ,,:;ró obtener un cultivo ,fo cnh:rodtos de conejo y sc hizo la curncterizadón 
tnorfoh."ldca di! las cClulus. 
2. Se e~(abkció el ciclo de infec..:ión de REJ>EC en el cultivo de cnh:rocito:; :- se 
dcmo~tró que REPEC produce rearreglos del citoesqueleto de actinn que inclu~·en la 
npan:nt~ dongacidn 1.k lus mkn.J\dlosidadcs y su dcsa.rn:glo. así como la fom1:.i.:ión 
de pcdc:-~tJ.le:;. 
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