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RESUMEN

Escherichia co/i enterotoxigénica (ETEC) es una importante causa de diarrea aguda infantil

en todo el mundo y un problema especialmente grave de salud pública en países en

desarrollo. En la actualidad se conoce que existe inmunidad protectora contra un segundo

episodio de diarrea ocasionado por ETEC, y es específica del tipo de factor de colonización

(CF) de ETEC. Los factores de colonización son los principales factores de virulencia de

ETEC y a la fecha están descritos epítopos comunes reconocidos por los sueros de

individuos convalecientes. Este trabajo caracteriza la respuesta inmune inducida por la

inmunización intranasal del epítopo lineal común (CLE) a los factores de colonización de

ETEC acompañado de la subunidad B de la toxina del cólera en modelo murino. Al término

de la inmunización los ratones se retaron vía oral con ETEC 6 X 108 UFC.

En los resultados se muestra que la inmunización intranasal con el CLE+CTB indujo una

respuesta inmune protectora con la disminución de la colonización y la severidad de la

diarrea después de la infección por ETEC en el modelo murino. La caracterización de la

respuesta inmune mostró un incremento de la subpoblación linfocitaria T CD4+ antígeno

específica para los grupos inmunizados, con mayor densidad celular para el grupo

inmunizado con CLE+CTB. El perfil de citocinas, mostró una mayor producción de células

productoras de IL-4 e IL-IO, respuesta característica del fenotipo Th2. En el caso del

INF-y, esto no fue así aunque se observó cierto incremento de esta citocina en el grupo

inmunizado con CLE+CTB.

Este proyecto contribuyó en la caracterización de la inmunidad protectora inducida por

CLE+CTB por vía intranasal. También demostró que la mayor subpoblación T CD4+ se

detectó en placas de Peyer que es el órgano blanco de la infección por ETEC. El perfil

autoguiado hacia el blanco de estas células y su papel de la patogénesis y de la regulación"

de la enfermedad inflamatoria del intestino aún esta en discusión .
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l. INTRODUCCION

1.1 Epidemiología

En la actualidad se estima que mundialmente se presentan anualmente 1.5 billones de

episodios de diarrea y de estos, 3 millones terminan en muertes. Del número de casos

totales de diarrea; 210 millones de estos son ocasionados por Escherichia coli

enterotoxigénica (ETEC), de los cuales 380,000 casos terminan en defunciones [1]. Aunque

la diarrea ocasionada por este microorganismo ocurre en todos los grupos etarios, la

mortalidad es mayor en niños menores de 5 años; particularmente acompañados de

desnutrición, por lo que se presentan con mayor frecuencia en los países en desarrollo [1].

ETEC
Cólera
121) ooo

Tifoidea

Shigella

Figura 1. Mortalidad mundial anual debida a Tifoidea, cólera, ETEC, Shigella y Rotavirus [2].
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ETEC es también el principal agente causal de la diarrea del viajero, ocasionada por la

visita a lugares endémicos; estudios de viajeros a África, Asia y América Latina sugieren

que el riesgo de adquirir diarrea en viajes breves fue cerca del 50% . ETEC fue aislada

como causa de estos episodios diarreicos en el 35% [1]. Estudios realizados en viajeros a

México que reportaron diarrea por ETEC fue cerca del 20% [3].

En México, el reporte de la Secretaria de Salud para el año 2002 mostró que las

enfermedades intestinales infecciosas son la cuarta causa de mortalidad infantil en menores

de 1 año y la principal causa en niños de l a 4 años con una tasa de 7.42 [4].

En el año 2000 ocurrió un importante brote de diarrea asociado con el desbordamiento del

canal de aguas negras en Chalco, México. La prevalencia por ETEC fue del 62.2%

(213/739) asociado a este [5].

Todas estas evidencias presentadas resaltan que la diarrea causada por ETEC en población

susceptible en México yen los países en desarrollo es la cuarta causa de morbilidad (figura

1) lo que apoya su estudio y justifica el diseño de medidas preventivas como el diseño de

nuevos candidatos a vacunas.

1.2 Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae está formada por más de 100 especies caracterizadas por ser

un grupo variado de bacilos gramnegativos, no esporulados, móviles por flagelos perítricos

o no móviles y las especies de mayor importancia clínica se muestran en la tabla l .
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Los miembros de la familia Enterobacteriaceae se asocian a diferentes patologías tales

como: abscesos, neumonía, septicemia, infecciones del tracto urinario, ' infecciones

intestina les e infecciones de heridas. Un gran número de especies son causantes de

infecciones nosocomiales y han sido claramente documentados como patógenos entéricos a

especies pertenecientes a los géneros Escherichia, Salmonella, Shigella y Yersinia [6].

Gé ne ro Núme ro de Especies Géne ro Número de Es pecies

Citrobacter I I Providencia 5

Enterobacter 14 Salmonella 5

Escherichia 5 Serratia 7

Klebsiella 7 Shigella 4

Proteus 4 Yersinia 10

Tabla 1. Géneros de mayor importancia clínica de la familia Enterobacteriaceae [6, 7].

a) Hábitat

La localización de las bacterias del género Enterobacteriaceae en muy variable, se pueden

encontrar en plantas, semillas, agua, intestino humano y de animales, dependiendo del

género y especie de las mismas [6, 7].

b) Escherichia sp.

El género Escherichia sp, está compuesto por las especies: E. coli, E. fergusonii, E.

hermanii, E. blattae y E. vulneris y se considera a Escherichia coli como la especie tipo .

Escherichia coli forma parte de la flora normal de individuos sanos; sin embargo algunas

cepas son capaces de causar enfermedades intestinales y extraintestinales en individuos

sanos e inmunocomprometidos. Las cepas patógenas pueden producir infecciones entéricas
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(diarrea, disentería, colitis hemorrágica, síndrome urémico hemolítico y enfermedad de los

edemas) o extraintestinales (infecciones del tracto urinario, bacteremias o 'septicemias,

meningitis, peritonitis, rnastitis, e infecciones pulmonares y de heridas) [6, 7],

1.2 Clasificación

a) Cepas patógenas de E, eoli

Las cepas patógenas de E. eoli se subdividen de acuerdo a su mecanismo de patogenicidad

en cuatro tipos: E. eoli enterotoxigénica (ETEC), E. eoli enteroinvasiva (EIEC), E. eoli

enteropatógena (EPEC) Y E. eoli productora de toxina-S higa (STEC) antes de no minada E.

eoli enterohemorrágica (EHEC) [6], En la tabla 2 se muestran las principales características

de las cepas patógenas de E. eolio

Cepa
Sitio Síndrome

Adhesinas Exotoxinas Patogénesis
Afectado Clínico

Diarrea del
Toxina

viajero, diarrea
Factores termoestable Hipersecreción de

E. coli Intestino
infantil en

antigénicos de (STa ; STb) fluidos y electrolitos
Enterotoxigénica delgado

países en
colonización Toxina debido a las

(ETEC)
~esarrollo

(CFs) termolábil enterotoxinas
(LT-I; LT-II)

E. coli Enteroinvasiva Intest ino
Enfermedad Invasión y
muy parecida a ?? ?? destrucción de los(EIEC) grueso
la shigelosis enterocitos

E. coli
Intestino Pili de unión

Adherencia y
Enteropatogénica

delgado
Diarrea infantil

(Bfp) Intiminas
?? destrucción de

(EPEC) enterocitos
Colitis
hemorrágica,

Toxinas
Inhibición de la

E. coli Toxina-Shiga Intestino
posible causa

Shiga-like
sintesis proteica por

del síndrome Intimina la acción de
(STEC) grueso

urémico
(SLT-I; SLT-

enterotoxi nas
hemolítico

11)
citotóxicas

(HUS)

Tabla 2. Resumen de los síndromes c línicos y factores de virulencia de E. coli. ST= Toxina
termoes table, LT = toxina termolábil [8].
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b) Características estructurales y antigénicas

De forma general se puede decir que Escherichia coli, cuenta con diferentes capas en su

estructura externa principalmente: membrana citoplásmica, pared celular y en algunos

casos la presencia de cápsula; aunque la importancia antigénica de la estructura radica en la

estructura capsular, flagelos y ellipopolisacárido (LPS) o endotoxina.

En 1947, Kauffmann propone una forma de diferenciar las cepas de E. coli en base a la

determinación de los antígenos superficiales O (somáticos), K (capsulares) y H (flagelares)

(Figura 2). Actualmente, la serotipificación de las cepas patógenas de E. coli se basa en los

antígenos O y H (tabla 3) [6].

La estructura de Escherichia coli comprende principalmente el antígeno O que es un

polisacárido termoestable (1210 C/2 h) que forma parte dellipopolisacárido (LPS) presente

en la membrana externa de la pared celular; el antígeno K, corresponde al polisacárido

capsular que envuelve la pared celular y en cuanto al antígeno K, existen dos grupos que

corresponden con las variedades K(A) y K(L), estos últimos pierden la capacidad de

aglutinación a 1000 C/I h, mientras que son necesarias exposiciones de 1210 C/2 h para

inhibir la aglutinación de la variedad K(A); por último, los antígenos flagelares H poseen

naturaleza proteica y son termolábiles, de forma que se desnaturalizan al calentarlos a 1000 C

durante 30 min por lo que pierden su capacidad inmunogénica [6, 9].
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Figura 2. Esquema de Escherichia coli en el que se representan los principales antígenos de
superficie (O, K, H Y F) Yalgunos factores de virulencia [9].

e) Serotipos

Los antígenos O y H son estables y son un marcador fenotípico confiable característico de

las cepas; en la actualidad se conocen cerca de 53 antígenos H y 175 antígenos O (tabla 3) .

Debido a que combinaciones de diferentes serotipos se asocian a episodios de diarrea

pueden ser útiles con fines de investigación [6].

ETEC EPEC EIEC STEC
06:NM 078 :HI2 055:NM 0126:NM 028:NM OI :NM 079:H7 0121 :H19
06:H16 0128:H7 055 :H6 0126:H27 029:NM 02:H6 083:Hl 0128 :NM
08 :H9 0148 :H28 055:H7 0127 :NM 0112 :NM 02:H7 091 :NM 0 128:H2
015:H II 0153 :45 086:NM 0 127:H6 0124:NM 05 :NM 091:HIO 0128 :H45
020:NM 0159 :NM 086:H34 0127:H9 0124:H7 09:NM 091:H21 0137 :H41
025 :NM 0159 :H4 0 11 1:NM 0127:H21 0124 :H30 014:NM 0103 :H2 0145 :NM
025 :H42 0159 :H20 0111 :H2 0128 :H2 0136:NM 022:H5 0104 :NM 0153 :H2
027:NM 0167 :H5 0111 :H12 0128 :H12 0143 :NM 022:H8 0104:H21 0153 :H25
027 :H7 0169:H4 1 011 1:H21 0142:H6 0144 :NM 026:NM OI II:NM 0157 :NM
027:H20 0114:NM 01 57:H45 0152 :NM 026:HII 0111:H2 0157:H7
049:NM 0114 :H2 0164 :NM 045:H2 011 1:H8 0163 :H19
063 :H12 01 19:H6 0167:NM 048 :H21 0 113:H21 0165 :NM
0 77:HII 0 125:H21 ONT:NM 050:H7 0 118:H2 0165 :H25

05 5:H7 0118 :H16 OI72 :NM

Tabla 30Serotipos de las cepas patógenas de E. coli. NM= No móvi l, NT= No tipificablc [6].
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1.3 Mecanismo de transmisión y patogenicidad.

La transmisión de ETEC generalmente ocurre por la ruta fecal-oral, principalmente por

ingestión de alimentos o agua contaminada. Se estima que la dosis infectiva se encuentra

entre 107 y 108 bacterias para los adultos; a dosis mayores la diarrea puede llegar

presentarse a tan solo 24 horas de la infección. En niños, se sugiere que las dosis infectivas

de ETEC son menores [10, 11].

Para que se establezca la infección por ETEC, se requiere el ingreso al organismo de la

bacteria y esta debe superar las condiciones adversas del tracto gastrointestinal, tales como:

pH ácido, peristaltismo, moco y actividad enzimática hasta llegar al intestino delgado; en

dónde atraviesa la capa de moco, se adhiere a la superficie de las células epiteliales

intestinales y comienza la colonización; la bacteria tiene la capacidad de liberar sus

enterotoxinas que provocan una serie de eventos en el interior de la célula activando la

enzima adenilato ciclasa e incrementando la sintesis de AMPc; esto afecta principalmente

la bomba de cr Na+permitiendo la salida de estos iones allumen intestinal con la posterior

salida de agua y esto se manifiesta en la diarrea [JO]; esta, generalmente es de carácter

acuoso, de volumen considerable sin provocar sangrado. La sintomatología de la infección

por ETEC está caracterizada por la presencia de dolor abdominal, nauseas, malestar

general, vómito y fiebre en algunas ocasiones [6, 7, 10]. La severidad de los cuadros

diarreicos está en función de la virulencia de la cepa, susceptibilidad del huésped y dosis

infectiva principalmente [6, 7].



lA Factores de Virulencia

Los factores de virulencia se pueden considerar como todas aquellas características

bioquímicas y genéticas que se interpretan como la capacidad del microorganismo para

llevar a cabo la infección; por lo anteriormente dicho, se han identificado como principales

factores de virulencia para ETEC sus enterotoxinas; termoestable (ST) y termolábil (LT) Y

los factores de colonización o adhesinas (CFs) [6, 7].

a) Toxinas

En ETEC se identificaron dos familias de enterotoxinas, la termoestable (ST) y otra

termolábil (LT), estas toxinas son responsables de la patogenicidad de la cepa siendo más

patógenas las que producen ambas toxinas (LT/ST) [I2]. Algunas de las características

diferenciales entre ambas toxinas tales como peso molecular , resistencia al calor ,

antigenicidad, enzima que activan y la localización de los genes que codifican para las

mismas se muestran en la tabla 4.

Característica LT ST
Peso Molecular 86,500 Da 1,000 - 6,000 Da
Inactivación por calor Si No
Presencia de anticuerpos Si No
contra toxinas después de la
infección natural
Enzima estimulada en el Adenilato ciclasa Guanilato ciclasa
enterocito
Genes plasmídicos Si Si

Tabla 4. Comparación de las propiedades biológicas, farmacológicas e inmunológicas de las
toxinas LT YST de ETEC. LT= Toxina termolábil, ST= Toxina termoestable [12].
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a.l) Toxina termo estable (ST)

Es una toxina proteica de bajo peso molecular que tiene un mecanismo de acción similar a

la LT (véase más adelante) , aunque no se conoce del todo bien. Se sabe que la ST

interactúa con un receptor específico que se encuentra sobre las células epiteliales del

intestino delgado y el colon; esta unión desencadena un serie de eventos que terminan en la

activación de la guanilato ciclasa y ' la acumulación de guanosin monofosfato cíclico

(GMPc) , provocando la salida de agua de la célula hacia el lumen intestinal, de forma

similar al AMPc [12, 13,14].

a.2) Toxina Termolábil (LT)

La toxina termolábil se encuentra estrechamente relacionada con la toxina del cólera ya que

guarda gran similitud estructural (80% de identidad en aminoácidos), funcional y en el

mecanismo de acción; ambas toxinas están compuestas por la subunidad catalítica (A)

unida a cinco subunidades B [12], que interactúan específicamente con el receptor GMl

que se encuentra en la superficie del enterocito. Una vez que se lleva a cabo la unión de la

subunidad B, la subunidad A se introduce a la célula epitelial intestinal y se hidroliza en Al

y A2, la subunidad Al tiene actividad de ADP-ribosil transferasa responsable de la

transferencia de una molécula de ADP-ribosa del NAD a la subunidad alfa de una proteína

G, designada como Gs, esta proteína activa a la adenilato ciclasa, cuya actividad provoca la

acumulación de adenosin monofosfato cíclico (AMPc) en el interior de la célula, este

mediador altera la bomba los canales de Na+ y cr propiciando la salida de agua y

electrolitos allumen intestinal (figura 3) [13, 14].
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Activación de la
adenilatociclasa

AOP·nbosa ( ¡ " ' .. ~..-"'3: I::'
-----..:.;-·,,-,·_..¡cT::"'".:)---

..\IP(~" .....r;••~:.

Pdenilalo ciclasa activa

Figura 3. Mecanismo de acción de la toxina termolábil (LT) de ETEC [15].

b) Factores de colonización

ETEC se adhiere a las superficies de células epiteliales debido a proteínas superficiales

conocidas como factores de colonización (CFs). A la fecha se han descrito más de 20

diferentes CFs (tabla 5), siendo los mejor caracter izados el factor antigénico de
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colonización 1 (CFNI), y los componentes estructura les de superficie de ETEC 1-6 (CSI-

CS6) [16].

eF es Morfología Tamaño Toxinas Serogrupos
(kDa)

Familia CFA 1
CFAI CFAJI F 7 nm 15.0 ST+LT,LT 04, 07, 015, 020, 025, 063,

078, 0110, 0126, 0128, 0136,
0 153,0159

CSI CSI F 7nm 16.5 ST+LT 06,0139
CS2 CS2 F 6 nm 15.3 ST+LT 06
CS4 CS4 F 7nm 17.0 ST+LT 025
PCFOI66 CSI4 F 7 nm 15.5 ST 020,071,098,0166
CSI7 CSI7 F 7nm 17.5 LT 08,015,048,0114,0146
CSI9 CS I9 F 7nm 16.0 ST+LT 08

Grupo CSS
CS5 CS5 H 5 nm 21.0 ST 06, 029, 092, 0114, 0115,
CS7 CS7 H 3-6 nm 21.5 ST+LT 0167
PCF09 CSI3 F 27.0 LT 015,0103,0114
CS20 CS20 F 7nm 20.8 ST+LT 09,0143
PCF020 CSI8 F 7nm 25.0 ST+LT 017

Tipo IV
CFA 111 CS8 F 7 nm 18.0 LT 025
Longus CS21 F 7 nm 22.0 ST+LT,ST, 0 2, 06, 08, 0 20, 025, 049,

LT 0128,0139,0148
8786 CSI5 NF 2-3 nm 16.3 ST 0117

Diferentes
CS3 CS3 f 2-3 nm 15.1 ST+LT 08,09,078,080,0115,0128,

0139,0168
CS6 CS6 NF 14.5 ST+LT, ST, 025, 027, 092, 0148, 0153,

LT 0159
PCFOl48 CSII f 3 nm ST+LT 0148
PCFOl59 CSI2 F 7 nm 19.0 ST+LT 0159
2230 CSIO NF 16.0 ST 025

Tabla 5. Características de los factores de colonización de ETEC patógenas en humanos.
F= fimbria; f= fibrilla; NF= No fimbrial; H= helicoidal o dos fibrillas formando una hélice; CFs=
factores de colonización; CS= antigenos de superficie de coli, PCF= factor putativo de colonización
[16].

Las cepas de ETEC tienen gran especificidad por su huésped y el tropismo por el tejido que

colonizan. Este tropismo es resultado de la expresión diferencia l de CF's con

especificidades a receptores diferentes [I O, 16].
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Los CFs fueron clasificados estructuralmente (figura 4) en fimbrias y estructuras fibrilares,

definiéndose como fimbrias a las estructuras rígidas, filamentosas hechos por'más de 100

copias de [a subunidad proteica, mientras que las estructuras fibrilares son de naturaleza

flexible y más delgadas [16].

(a) (b) (e) (d) (~J (1) (g)

Figura 4. Representación esquemática de la estructura de los factores de colonización (CFs) en E.
eoli. (a) Fimbria de E. eoli uropatogénica, (b) Fimbria CFA 1, (e) Fimbria rigida enrollada, (d)
Modelo de fibrilla de CF donde el sitio de unión se encuentra en el extremo terminal, (e) Modelo de
Fibrilla de CF donde todas las subunidades tienen sitios de unión a receptor, (f) Modelo de fibrilla
de K99, (g) Modelo de fimbrias CSS y CS7 en forma de doble hélice [16].

Existen también otras clasificaciones de los factores de colonización dependientes de las

relaciones genéticas y antigénicas (tabla 4) [16]. De esta clasificación, los miembros de la

familia CFNI se encuentran genéticamente relacionados y aunque parecen estar

antigénicamente sin asociación existen reportes acerca de la identificación de epítopos

comunes en esta familia de fimbrias [ID, 17].
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Los genes que codifican para los CFs forman parte de operones que contienen entre 8 y II

genes; los operones involucrados en la síntesis de CFAII, CSI, CS2, CS3 y CS6 fueron

completamente caracterizados lo que permitió que algunas de las fimbrias puedan ser

expresadas en otros organismos con la finalidad de diseñar vacunas contra ETEC [16]. Se

conoce que existen diferentes factores que influyen en la expresión de los CFs, de entre los

más importantes se encuentran la temperatura y las condiciones de crecimiento [16, 17]. De

forma opuesta algunas investigaciones demostraron en medios de cultivo que metales como

el Fierro tienen la capacidad de inhibir la expresión de CFAII [18].

Es importante mencionar que la prevalencia de CFs de aislamientos de ETEC en pacientes

con diarrea difiere entre las diferentes regiones geográficas (figura 5) [16].

(J D C'M
.CFMI

.CFAIfV

• CFAflyCfAII

rn CFAIlIyCfoUV

Figura 5. Distribución geográfica de los factores de eeloni zación de ETEC humana [16, 17, 19].
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En población Mexicana existen trabajos que señalan que la prevalencia de factores de

colonización en cepas de ETEC aisladas de casos de diarrea son CFAlI! seguido de CFAlI

y CFAlIV [20, 21]. Una parte relevante de estos trabajos es el perfil toxigénico de la cepa

de ETEC, reportándose, que las cepas de ETEC aisladas poseen predominantemente un

perfil toxigénico STILT seguidas de aquellas productoras de LT Y por último las que

solamente expresan STo

1.5 Inmunidad y protección

Como ya se mencionó con anterioridad, ETEC es una bacteria no invasiva y su eliminación

por parte del huésped depende tanto de los mecanismos de inmunidad innata como

específica. [22,23].

a) Inmunidad Innata

Uno de los principales sitios de entrada para la mayoría de los microorganismos patógenos

para el ser humano es la vía de las mucosas, y\sea de tracto respiratorio o gastrointestinal,

y es en estos sitios donde se presentan los mecanismos de la inmunidad innata, los más

importantes se mencionan a continuación de forma breve. La respuesta celular innata está

integrada por las células fagocíticas profesionales (macrófagos y neutrófilos) encargadas de

internalizar y destruir a los microorganismos; además se encargan de la secreción y

producción de citocinas que estimulan la inflamación y las respuestas mediadas por

linfocitos. Las células asesinas naturales (NK) destruyen células infectadas por virus y

producen interferón gama (lFN-y) que es un activador de macrófagos.
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El sistema del complemento constituye una de las primeras líneas de detensa innata

proteica que se pueden activar frente al microorganismo, ocasionando su lisis y

favoreciendo su opsonización para la fagocitosis ; es necesario recordar que el

lipoplisacárido de las bacterias gramnegativas es un importante activador del complemento

por la vía alterna [22, 23]. Los monoc ítos/macr ófagos juegan un papel crucial en la

activación de la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa. Producen gran cantidad de

moléculas reguladoras de la respuesta inmune: TNF-a, IL-I , 6, 8, 12, IFN-y o proteínas del

complemento.

En cuanto la infección por ETEC, el primer mecanismo de inmunidad innata al cual se

enfrenta la bacteria son las condiciones de acidez, moco, sales biliares y actividad

enzimática además del peristaltismo lo largo del tracto digestivo.

b) Inmunidad Específica

La respuesta inmune específica o adquirida se desarrolla mediante dos mecanismos

fundamentales : respuesta inmune humoral , donde los linfocitos B juegan un papel

preponderante y la respuesta inmune celular en la que los linfocitos T son fundamentales,

pero es importante mencionar que no son eventos aislados y que existe colaboración para

que se lleve a cabo el proceso de inmunidad . Ambas respuestas comienzan con la

activación de los linfocitos en los órganos linfoides periféricos (principalmente ganglios

linfáticos y bazo) mediante la interacción con la célula presentadora de antígeno (APC) que

llega a estos órganos a través de la circulación linfática y desencadena tres principales fases

[22,23].
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l. Fase de reconocimiento: Consiste en la unión del antígeno a los receptores específicos

(CD) existentes en la membrana de los linfocitos maduros. Los linfocitos B qué median la

inmunidad humoral, expresan moléculas de anticuerpos sobre su superficie, las cuales se

unen a proteínas extrañas, polisacáridos o Iípidos en su forma nativa; los linfocitos T,

responsables de la inmunidad celular, expresan los llamados receptores de célula T (TCR),

que reconocen pequeñas secuencias de péptidos antigénicos, pero solamente si éstos se

encuentran unidos a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) sobre

la APC. El reconocimiento por los linfocitos T CD4+ se lleva a cabo con moléculas del

MHC clase 11 y los linfocitos T CD8+ reconocen antígenos presentados por moléculas del

MHC clase 1.

2. Fase de activación: Secuencia de eventos que se producen en los linfocitos como

resultado del reconocimiento antigénico específico. Todos los linfocitos experimentan dos

cambios fundamentales:

a) Proliferación: Expansión de los clonas antígeno-específicos y amplificación de la

respuesta protectora, en la que asume una función preponderante el linfocito T CD4+,

capaz de activar a los linfocitos B y T CD8+.

b) Diferenciación: Etapa en la cual se forman las células efectoras y las de memoria.

Las primeras producen diversas sustancias que pueden interactuar con el antígeno,

como los anticuerpos y citocinas; las segundas son los linfocitos parcialmente

diferenciados, es decir, que no llegan a convertirse en células efectoras.

3. Fase efectora: En esta fase, los linfocitos T diferenciados en células efectoras migran

hacia los sitios de agresión, donde desarrollan sus funciones de eliminación de los
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patógenos, mientras los linfocitos B las ejecutan en los propios órganos periféricos.

Muchas de estas acciones efectoras promueven la participación de células no linfoides y de

mecanismos de inmunidad innata, a saber: anticuerpos opsonizantes que favorecen la

fagocitosis por parte de macrófagos y neutrófilos PMN; anticuerpos que activan el sistema

de complemento; inmunoglobulinas E que estimulan la degranulación de los mastocitos;

citocinas segregadas por los linfocitos T, necesarios para estimular la inmunidad natural

[22,23]. En la figura 6 se resumen los eventos que se llevan a cabo en la respuesta inmune

específica.

Molécula
MHCclasell

~----..-._--- .
,ol ~) Célula

• : • *' ..~ ti . r presentadora
'~-"".-.:..r-""-n de antígeno

1

Célula plasmática
productora de anticuerpos

r()'~
\ ...~{'"

Linfocito B
activado

1

(~-~-\
CD4+ y 0 ...-'-/ t J ~ /j TCA ~~1i

Inducción de _ ~ . ~
Activación IL ¿R~ - e

Cltoc.nas (0~~o CD4+Y ·<,::/ (4....)
4) / Linfocito T .~(1 activado

Inftamaclón e IL ·2~... Linfocito T

''',:"..::oa, . en.. .,J~_.~

Molecula -1 \
MHC clase I - \.....~.J

Muerte celular

Figura 6. Respuesta inmune específica. 1) Procesamiento y presentación del antígeno por APC. 2)
Presentación de antígeno a linfocito T CD4+, Interacción TCR-Antígeno-MHC 1I. 3) Activación y
proliferación celular. 4) Activación de Linfocito B, Inflamación y DTH, activación del linfocito T
citotóxico [22].
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En la fase efectora de los linfocitos T CD4+ o linfocitos T colaboradores (Th) podemos

diferenciar dos fenotipos dependiendo del perfil de citocinas que expresan, Thl y Th2.

Componentes bacterianos y virales tienen la capacidad de estimular a células de la

respuesta inmune innata como los macrófagos para la producción de citocinas como lL- 12

ó IL-18 y dirigir la diferenciación de los linfocitos Th hacia el fenotipo Thl las cuales

expresan lFN-y y TNF-p que son citocinas que median la respuesta inmune celular como la

hipersensibilidad tardía (DTH), la activación de macrófagos y respuestas inflamatorias. Sin

embargo, este tipo de respuesta también favorece la producción de algunas subclases de

19Gque favorecen la opsonización y neutralízación de virus [22, 23].

El fenotipo línfocitario Th2 se favorece por la presencia de lL-4 y muchas proteínas

solubles tienen la capacidad de inducir este fenotipo; estas células secretan príncipalmente

lL-4, lL-5, lL- lOe lL- I3 Yestimulan la producción de 19Gl e 19E(figura 7).

Tanto las respuestas de tipo Thl como Th2 o ambas en conjunto son necesarias para la

producción de 19A. Las respuestas de tipo Th2 se ha demostrado que son importantes en la

diferenciación termínal de los línfocitos B (figura 7) [22, 23].
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Figura 7. Funciones de las citocinas en la defensa del huésped . En la inmunidad especifica las
citocinas estimulan la proliferación y la diferenciación de los linfocitos estimulados por el antigeno
y de la activación de células efectoras específicas como macrófagos [22].

La inmunidad humoral es la principal respuesta inmunitaria específica protectora frente a

bacterias extracelulares, los anticuerpos realizan varias funciones que tienen como fin la

eliminación de las bacterias, una de las principales funciones de los anticuerpos en contra

de ETEC es la inhibición de la adhesión de la bacteria al epitelio intestinal, lo cual se logra

mediante la unión de los anticuerpos a la fimbria y la inhibición de la unión a su receptor en

las células epitelialeslo que provoca que la bacteria sea eliminada del huésped [22,23].

20



e) Respuesta Inmune frente a la infección

Varios estudios se han realizado para tratar de determinar las características de Ia respuesta

inmune que se presenta frente a la infección natural por ETEC. Stoll y cols. [24] evaluaron

la respuesta inmune local y sistémica a la infección adquirida de forma natural por ETEC

en un área endémica; en este estudio se evalúan los anticuerpos contra algunos factores de

colonización mas prevalentes y toxinas de la bacteria en diferentes muestras como saliva,

suero, lavado intestinal y leche materna. La mayoría de los pacientes tuvo un incremento

significativo en títulos de IgA contra LT, CFA (I o II) y LPS en estas diferentes muestras

estudiadas, que alcanzó su pico máximo a los nueve días de la infección y decayó de

manera importante al día 28; también se detectaron títulos altos de IgG en suero

presentando el valor máximo al día 9 y manteniendo títulos constantes hasta el día 56. En

este se sugiere que, aunque la respuesta humoral local (a nivel de mucosas) es de corta

duración, el primo contacto con ETEC provoca una estimulación de la respuesta inmune de

memoria. Wenneras y cols. [25] mostraron que la infección natural por ETEC produce un

incremento de células secretoras de anticuerpos específicas para los factores de

colonización, correspondientes a IgA predominantemente aunque también se producen del

tipo IgG e IgM, este patrón es concordante en las diferentes muestras estudiadas como son

los anticuerpos séricos, fecales y lavados intestinales.

En el año de 1990 Cravioto y cols, llevaron a cabo un estudio con población infantil

mexicana y encontraron que el tipo de CFA que porta la cepa de ETEC durante la

colonización inicial tiene relación a la adquisición de inmunidad natural contra una

subsecuente infección por cepas productoras del mismo CFA [26]. L ópez-Vidal y cols [20]

en el mismo año también en población infantil mexicana, describen que la tasa
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enfermedad/infección disminuye conforme la edad avanza, lo que sugiere el desarrollo de

inmunidad protectora adquirida en la infección.

Un trabajo más reciente realizado por Steinsland y cols. [21] evaluó la protección conferida

por la infección primaria por ETEC y la reinfección con cepas con el mismo perfil

toxigénico y de factores de colonización, demostrando que la inmunidad fue conferida

principalmente por los factores de colonización y la toxina termolábil de forma sinérgica

Existen diferentes estudios que muestran que la infección inicial con ETEC puede inducir

la protección contra la reinfección por cepas de ETEC homólogas en cuanto a su perfil

toxigénico y de factores de colonización [27], lo que corrobora trabajos previos [28] en los

que se demostró un efecto protector sinérgico de los anticuerpos contra las enterotoxinas y

los anticuerpos contra los factores de colonización de ETEC. A partir de estos estudios y

muchos más han dirigido sus esfuerzos que apuntan a los factores de colonización como

blancos para el diseño de vacunas contra la infección por ETEC.

d) Sistema linfoide asociado a mucosas (MALT)

El sistema inmune asociado a mucosas consiste en una serie de moléculas, células y

estructuras linfoides organizadas que proveen inmunidad frente a patógenos que invaden

las superficies de mucosas; es necesario recordar que uno de los primeros mecanismos de la

respuesta inmune innata son las barreras mecánicas. La superficie de las mucosas es

prominente, tanto en el tracto gastrointestinal genitourinario y respiratorio, además proveen

portales de entrada para los patógenos [22,23,29].
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Los sitios inductivos de mucosas en humanos son principalmente las placas de Peyer en el

tracto gastrointestinal y el tejido linforeticular asociado a amígdalas y adenóides en la

cavidad oro faríngea; estos sitios se encuentran como centinelas y representan los sitios de

inicio de la respuesta inmune de mucosas (figura 8). De entre las semejanzas que presentan

estos dos sitios inductores se encuentran las células M y aunque su función no ha sido

completamente establecida aún, se sugiere que están ínvolucradas en la captura, transporte,

procesamíento y posible presentación de antígenos. La interacción de células B y T con

células epiteliales inductoras de la diferenciación a células M, lo que índica que estas

interacciones son ímportantes para mantener las células M en el epitelio folicular [22, 23,

29].
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Un aspecto de gran importancia es, que la exposición de antígenos en mucosas, activa a

linfocitos T y B los cuales migran desde el sitio de inducción hasta varios sitios efectores de

la mucosa. El sistema inmune común de mucosas involucra la migración de linfocitos

antígeno-específicos a sitios efectores en mucosas diferentes del sitio inicial donde se llevó

a cabo la exposición al antígeno. Debido a esto, diferentes rutas de inmunización como la

oral, rectal, vaginal e intranasal pueden inducir respuestas inmunes generalizadas a nivel de

mucosas; aunque se reportaron diferencias en cuanto a la vía de administración [29].

e) Modelos para evaluación de patogenicidad y vacunas

Debido a la importancia epidemiológica ocasionada por ETEC fue indispensable el

desarrollo de modelos animales para conocer la patogenia del microorganismo así como

para evaluar vacunas experimentales antes de su prueba en voluntarios humanos. A la fecha

se han diseñado y ensayado diferentes modelos y entre los más importantes se encuentran

los siguientes:

El primer modelo desarrollado para el estudio de la actividad de enterotoxinas fue el

modelo de ratón adulto sellado (sealed adult mice), este modelo consiste en sellar el canal

anorectal del ratón con cianoacrilamida y posteriormente llevar a cabo la administración

oral de las bacterias o toxinas; el ratón es sacrificado, se remueve el intestino y se evalúa la

acumulación de fluidos. Este modelo aunque tiene facilidades en cuanto a manejo de los

animales tiene la desventaja principal de que se crea estrés en el ratón y con severas

consideraciones éticas [30].
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El segundo es la rata, como modelo fue desarrollado también para estudiar la diarrea

ocasionada por ETEC; este modelo consiste en ligar diferentes regiones del intestino

delgado e inocular la bacteria, posteriormente se evalúa el volumen de fluido acumulado

por gramo de tejido intestinal este modelo se sometió a un proceso quirúrgico que afectó al

animal con resultados poco confiables (31].

Gran número de los estudios iniciales acerca de la patogenicidad de ETEC estuvieron

estrechamente relacionados con los estudios de Vibrio cho/erae por la similitud de las

infecciones y bajo esto; el cuarto modelo desarrollado fue el modelo RITARD (32] por sus

siglas en inglés (removable intestinal tie-adult rabbit diarrhea); este modelo consiste en

llevar a cabo una procedimiento quirúrgico en el que se liga la unión ileocecal de forma

reversible; realizar la inoculación bacteriana en el yeyuno y después de dos horas se retira

la ligadura y se evalúa la presencia de diarrea en el conejo. Es necesario hacer notar que

aunque este modelo fue ampliamente utilizado tiene la limitante del proceso quirúrgico, que

por menor que este sea produce un grado de estrés que puede afectar la respuesta inmune en

el animal. Asimismo la cepa de conejo no se ha logrado unificar lo que se traduce en una

gran variabilidad intra e interensayo.

El cuarto modelo propuesto fue para evaluar la infección por ETEC así como vacunas

experimentales' es el de Hámster sirio dorado [33], en el cual la infección se da en forma

natural y por tanto no existe ningún procedimiento quirúrgico que añada un factor de estrés

en el animal. En este modelo se ha probado la inmunización por vía intranasal y la

infección por vía oral, evaluando posteriormente la excreción bacteriana a diferentes

tiempos por coprocultivos. Sin embargo, cuenta con la desventaja de que no existen
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reactivos biológicos disponibles comercialmente para este modelo, lo que limita el estudio

de la respuesta inmune.

Por lo que para llevar a cabo el desarrollo de un modelo adecuado para el estudio de la

infección por ETEC se debe tratar de que el proceso infeccioso se desarrolle de forma

natural, que el manejo de los animales sea sencillo, reproducible, sin riesgos quirúrgicos

con aprobación de los comités de ética y que se trate de no estresar al animal, etc.

El quinto modelo, seleccionado para realizar el estudio, fue el modelo murino de

inmunización vía intranasal y reto por vía oral; este modelo representó la principal ventaja

de que la infección se lleva de forma natural, previa inhibición de la acidez gástrica y que

se pueden evaluar anticuerpos en mucosas, excreción bacteriana por coprocultivos,

respuesta inmune celular en diferentes órganos del sistema inmune además de ser de fácil

manejo.

1.7 Desarrollo de vacunas contra la diarrea ocasionada por ETEC

Debido a la importancia epidemiológica de ETEC, y el gran número las estrategias para la

elaboración de una vacuna eficaz y segura contra la infección por esta enterobacteria. Una

de las vacunas que a la fecha fue probada en voluntarios humanos de diferentes regiones

geográficas fue la desarrollada en la Universidad de Gotemburgo en Suecia y está basada

en la subunidad B de la toxina del cólera combinada con 5 cepas formalinizadas de ETEC

que en su conjunto expresan los factores de colonización de mayor prevalencia

epidemiológica en paises en desarrollo, esta vacuna ha sido probada en estudios de fase I y

fase 11 en diferentes poblaciones como Sueca, Israelí y Egipcia-principalmente, en los
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cuales se demostró que la vacuna fue eficaz para prevenir la diarrea ocasionada por ETEC

aunque con varios reportes de efectos adversos tales como diarrea. nauseas y vómito en la

población mas susceptible, además de presentó variabilidad de protección entre sus lotes

[34, 35, 36].

Otras estrategias se basaron en el desarrollo de vacunas con bacterias vivas, como el trabajo

desarrollado en el centro para desarrollo de vacunas (CVD) en la Universidad de Maryland,

en los Estados Unidos de América (EUA), en el cual se llevó a cabo el desarrollo de

vacunas que utilizaron como vector a Shigella sp para la expresión de factores de

colonización y enterotoxinas de ETEC [37]. Actualmente, se cuenta con una vacuna con

nueva tecnología de administración; un parche de inmunización transcutánea compuesto

por un subcomponente de colonización y la subunidad B de la toxina termolábil (CS6 y B

LT); también fue probado en voluntarios humanos [38] y confirió una protección baja

contra en la diarrea en los mismos.

Existen otro tipo de estrategias desarrolladas que incluyen vacunas formadas por factores

de colonización encapsulados en microesferas, expresión de la subunidad B de LT en

plantas de tabaco , papas, tomates y bananas , estos trabajos se encuentran en fase

experimental y aunque sus resultados demostraron una buena eficacia en la estimulación de

una respuesta inmune protectora será necesario realizar una evaluación del costo-beneficio

de las mismas [J, 39,40], así como la inmunidad a largo plazo.

López-Vidal [41], llevó a cabo la caracterización de epítopos lineales comunes para

diferentes fimbrias de ETEC, mediante la síntesis de octapéptidos continuos que abarcaron

27



la secuencia completa de CFNI por el método de Geysen en el que la síntesis de péptidos

se llevó a cabo en palillos de polietileno de forma que cada uno de ellos correspondía a uno

de los pozos de una placa de ELISA. Esta configuración permitió el estudio del

reconocimiento por anticuerpos contra sueros de niños menores de cinco años que habían

padecido la infección por ETEC, sueros de adultos de zonas endémicas y no endémicas,

sueros hiperinmunesque fueron preparados mediante la inmunización de conejos con cepas

de ETEC portadoras de diferentes factores de colonización y suero monoclonal anti-CFNI.

y el ensayo se realizó de forma similar a un ELISA. La mayoría de los sueros de los niños

pertenecientes a la etapa convalesciente reconocieron todos los octapéptidos, siendo mayor

el reconocimiento para tres de estos, mismos que fueron reconocidos por el suero de un

adulto perteneciente a un área endémica. Mientras que, el anticuerpo monoclonal anti

CFNI no identificó ningún péptido. El reconocimiento de los octapéptidos se denominó

epítopos.

La identificación de epítopos continuos y comunes en CFNI por sueros hiperinmunes

heterólogos fue muy variable y dependía de cada uno de los sueros encontrándose que los

factores de colonización con mayor similitud y que presentaron respuesta antigénica

cruzada fueron CFNI, CS1, CS3, CS4 y el factor putativo de colonización 0166

(PCFOI66) y que en estos parte de la secuencia del epítopo lineal común (CLE) estuvo

reconocida. El CLE fue seleccionado debido a que fue reconocido por el 100% de los

sueros de niños después de la infección natural y por sueros de adultos de áreas endémicas

para ETEC. A partir de este hallazgo en nuestro laboratorio se desarrolló la vacuna

peptídica (CLE) de los factores de colonización con la subunidad B de la toxina del cólera

(CTB) cuya administración fue la vía intranasal.
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2. JUSTIFICACiÓN

En la actualidad se estima que mundialmente ocurren 210 millones de episodios de diarrea

anuales ocasionados por Escherichia coli enterotoxigénica, de los cuales 380,000 episodios

terminan en defunciones, principalmente en niños menores de 5 años.

Diversos tipos de vacunas contra la diarrea ocasionada por ETEC demostraron eficacia

protectora pero con efectos secundarios. Otro problema importante a considerar en el

diseño de estas vacunas deberá incluir la variabilidad en la prevalencia de los diferentes

factores de colonización que se expresan en los diversos serotipos. La alternativa presente

comprende la secuencia proteica común reconocida por la respuesta inmune a la infección

natural por ETEC en los humanos y entre los diferentes CFs acompañando de la subunidad

de B de Vibrio cholerae por exposición intranasal es una alternativa interesante a evaluar.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

• Caracterizar la respuesta inmune inducida por la inmunización intranasal del

epítopo lineal común a los factores de colonización de ETEC acompañado de la

subunidad B de la toxina del cólera en modelo murino.

3.2 Objetivos particulares

• Inmunización intranasal de ratones BALB/c con el epítopo lineal común con y sin la

subunidad B de la toxina del cólera.

• Realizar el reto por vía gástrica con la cepa de Escherichia coli enterotoxigénica

H10407.

• Evaluar la excreción de Escherichia coli enterotoxigénica HI0407 por

coprocultivos e identificación por la prueba de hemaglut inación en presencia de D

manosa.

• Determinar la activación de células T aisladas de bazo, ganglios linfáticos

cervicales, ganglios linfáticos inguinales y placas de Peyer por proliferación celular.

• Caracterizar la respuesta inmune mediante la determinac ión de las subpoblaciones

linfocitarias y el perfil de citocinas de las células T por citometría de flujo.
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4. METODOLOGÍA

4.1 Bacteria

La cepa de ETEC que se utilizó fue la Hl0407 (078:Hll :CFNI :LT+:ST\ fue crecida en

medio tripticase soya (TSB) (BBL, Microbiology Systems) suplementado con 15% (p/v) de

glicerol. Después de 24 hras las bacterias fueron concentradas y almacenadas a

- 70° C hasta su uso. Para la infección la cepa de ETEC HI0407 fue cultivada en placas de

agar CFA a 37° C de 18 a 24 hras. Se realizó la prueba de hemaglutinación del grupo A en

presencia de D-manosa para. determinar la presencia de CFNI como fue reportado [42].

Brevemente, se preparó una suspensión bacteriana en solución salina isotónica (10 10

UFC/mL) y se colocaron iOIlLen un portaobjetos , posteriormente se agregó un volumen de

10llL de una suspensión al 5% de eritrocito s humanos del grupo A con y sin 1% de 0

manosa, se mezclaron ambas suspensiones y se incubaron durante 2 minutos a temperatura

ambiente y posteriormente durante 5 minutos a 0° C para leer la presencia o ausencia de la

hemaglutinación. Posterior a la identificación, las bacterias fueron suspendidas en solución

amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril pH 7.2 en agitación suave y almacenadas durante

30 minutos a temperatura ambiente. El inóculo bacteriano fue ajustado 1.2 x 109 UFC/ml

mediante la escala estándar de McFarland; equivalente al tubo número 4 de dicha escala.

4.2 Epítopo lineal común (CLE) y subunidad B de la toxina del cólera (CTB)

El CLE (patente en proceso) es un péptido sintético de 20 aminoácidos y su síntesis fue

realizada por Bio-Syntesis, inc., con una pureza mayor al 70% corroborada por HPLC y

espectrofotometría de masas. La cantidad de l mg de CTB en un volumen final de 4mL de

PBS fue obtenida de Merieux, Francia.
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4.3 Animales

Ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de edad, libres de patógenos fueron obtenidos

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán" (INCMNSZ).

Los animales fueron mantenidos en el bioterio del INCMNSZ en cajas de

microaislamiento, provistos con alimento estéril yagua suficiente. La investigación fue

conducida de acuerdo con los estatutos federales y regulaciones relacionadas a los animales

y los experimentos que involucran animales. Los ratones fueron distribuidos al azar para la

formación de cuatro grupos con quince animales en cada uno de ellos.

4.3.1 Inmunización

La inmunización se realizó vía intranasal (IN) en tres ocasiones a los O, 7 Y 28 días.

Se administró un volumen de 7.5 IlL por goteo en los orificios de la nariz con micropipeta

(Pipetman P-200 Rainin Instrument Inc., Wobum, MA) de la solución a evaluar en el

siguiente orden: Grupo I-PBS (control); Grupo 2-CLE (50 ug/rnl.); Grupo 3-CTB (6

ug/ml.); Grupo 4-CLE+CTB (50 y ó ug/ml, respectivamente) .

4.3.2 Reto

El reto (infección) se realizó una semana después de la última inmunización. Antes del reto

los animales se mantuvieron en ayuno durante 48 hras. Los ratones fueron administrados

intramuscularmente con cimetidina (Tagamet ®) a una dosis de 30mg/kg para neutralizar el

ácido gástrico. Después de l hora de la administración de la cimetidina, los ratones fueron

retados oralmente con un inóculo de 6 x 108 UFC de la cepa HI0407 de ETEC. Los ratones

del grupo control recibieron solamente PBS de forma oral. Posterior al reto, los animales se

colocaron en sus respectivas cajas y se les suministró alimento yagua.
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4.3.3 Seguimiento de los ratones retados con ETEC HI0407

a) Excreción de ETEC

Para evaluar la excreción de ETEC en heces se practicaron coprocultivos por exudado

rectal y el hisopado fue inoculado en medio MacConkey (Gibco) ; las placas fueron

incubadas durante 24 hras a 37° C. El coprocultivo se realizó desde el día anterior al reto

(día O) hasta siete días después del mismo, se llevó la selección al azar de 5 colonias por

cuadrante del cultivo las cuales fueron identificadas por la prueba de hemaglutinación en

presencia de D-manosa; de igual forma a lo expuesto en el punto 5.1. El porcentaje de

excreción bacteriana se evaluó por cuadrantes considerando la cantidad de cuadrantes en

los cuales las 5 colonias seleccionadas fueron ETEC y se consideró la siguiente escala: 1,

25%,2,50%,3, 75% Y4, 100%.

b) Evaluación de la diarrea

La diarrea de los animales fue evaluada de acuerdo a la gravedad: O, sin diarrea ; 1, pérdida

de la consistencia de las heces pero sin la cola mojada; 2, región perianal y cola húmedas y;

3, cola, patas y abdomen bajo mojados y con apariencia inactiva (33].

4.4 Obtención, conteo y viabilidad celular .

Las células del bazo, los ganglios linfáticos cervicales , los ganglios linfáticos inguinales y

las placas de Peyer fueron obtenidas de los ratones el día 7 después del reto con ETEC

H1ü407. Se realizó una poza de los órganos iguales para cada grupo de ratones. El bazo, los

ganglios linfáticos cervicales y los ganglios linfáticos inguinales de los ratones

inmunizados y retados fueron perfundidos con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado

con 10% de suero fetal bóvino inactivado por calor y conten iendo 1% de una solución
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antibiótica y antimicótica (Sigma Aldrich, SI. Louis, USA) y desagregados por acción

mecánica, posteriormente se llevó cabo una concentración de las células centrifugando la

suspensión a 1,000 rpm durante 10 mino El tejido correspondiente a las placas de Peyer fue

cortado en pequeños fragmentos (3mm aproximadamente) y colocado en solución salina

balanceada Hanks (HBSS) con ácido etilendiamino tetracético (EDTA) 5mM. El tejido se

sometió a agitación vigorosa durante 1h a 37° C; posteriormente, la suspensión fue filtrada

a través de una malla de nylon para eliminar los detritos y centrifugada a 1,000 rpm durante

10 min para concentrar. Las suspensiones resultantes de ambos procesos fueron lavadas dos

veces con medio RPMI-1640 y se evaluó la viabilidad por exclusión de colorante azul de

tripano; posteriormente, las suspensiones fueron ajustadas a l x 106 células /mL en medio

RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor.

4.5 Ensayo de Proliferación celular

Las suspensiones celulares ajustadas, obtenidas de cada órgano, fueron distribuidas en

placas para cultivo celular de 96 pozos a una concentración final de 1 x 105 células/pozo .

Un volumen de IOOIlL de los antígenos solubles (CLE, CTB, CLE+CTB y

fitohemaglutinina) fueron adicionados a una concentración final de 5 Ilg/ pozo; el volumen

final de cada pozo fue de 200 1lL. Las placas fueron incubadas a 37° C por cuatro días en

una atmósfera con 5% de C02 y 95% de aire.

4.6 Marcadores de superficie celular

Al término de la proliferación celular, las células de cada pozo fueron transferidas a tubos

para citometría de flujo y fueron lavadas en dos ocasiones con PBS centrifugando a 1,000
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rpm durante 10 minutos. Posteriormente las células fueron marcadas con anticuerpos

monoclonales de rata y que reconocen marcadores de superficie celular de ratón, tales como

a-CD3 acoplado a ficoeritrina (R-PE), a-CD8 acoplado a lsotiocianato de fluoresceína

(F1TC) y a -CD4 acoplado a FITC, (Pharmigen BD). Para el marcaje de moléculas de

superficie CD3, CD4 y CD8, a cada tubo conteniendo la suspensión celular se agregó 21lL

de la mezcla de anticuerpos correspondiente (CD3-CD8 y CD3-CD4, de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante), los tubos fueron incubados durante 30 min a 4° C en la

oscuridad . Una vez transcurrido el tiempo de incubación, las células fueron lavadas con

PBS y posteriormente se analizaron por citometría de flujo (ver punto 4.8)

4.7 Citocinas Intracelulares

Después de la proliferación durante 4 días, las células de los pozos fueron lavadas dos

veces con medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado al

calor, 1% de solución antibiótica y antimicótica (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

conteniendo 3mglrnL de berfeldina A (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), posteriormente

fueron incubadas durante 16 horas más y posterior a este tiempo las células fueron

transferidas a tubos para citometría y tratadas con una solución fijadora y permeabilizadora

citofix/citoperm (BD Bioscience, NI, USA), después las células fueron lavadas con

citoperm y solución de lavado (BD Bioscience, NI, USA) centrifugando durante 10 min a

1,000 rpm. Finalmente, cada tubo conteniendo la suspensión celular fue incubado con los

anticuerpos monoclonales a-IFN-y acoplado a FITC, a -IL-4 acoplado a R-PE e a-IL-10

acoplado a alopiocianina (APC), (Pharmigen BD) durante 30 min a 4° C (las cantidades

fueron las recomendadas por el fabricante) . Después de la tinción, las células fueron
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lavadas dos veces en PBS centrifugando durante 10 min a 1,000rpm y fijadas con una

solución al 4% de p-formaldeh ído, Las células fueron mantenidas a 4° C en la obscuridad

durante 16 h antes de su análisis.

4.8 Análisis de fluorescencia, granularidad y tamaño por CF

Las células fueron leídas en el citómetro de flujo, en el caso de los marcadores de superficie

se seleccionó la población linfocitaria mediante el tamaño, granularidad y CD3+. Para

determinar el porcentaje de linfocitos, se registró un total de 10,000 eventos para cada

muestra. En el caso de las citocinas intracelulares la población linfocitaria fue seleccionada

mediante el tamaño y granularidad. Los resultados obtenidos del citómetro de flujo FACS

Epics Altra y se analizaron 10,000 eventos con Expo 2.0 software (Coulter, CA, USA).
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4.9 Esquema general de la metodología

Fase I

Ratones BALB/c
6-8 semanas

Inmunización
intranasal (IN)
0,7 Y 28 días

Reto con ETEC H10407
(6 x 108 UFC)

Seguimiento de los ratones 7 días
posteríores al reto

Evaluación
de signos de

diarrea

Identificación de
ETEC por

MRHA
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Fase 11

7 días posteriores al reto

Obtención del bazo, los ganglios linfáticos
cervicales, los inguinales y las placas de Peyer

1
I Proliferación celular I

1
1 1

Determinación de Estudio de subpoblaciones
IL-4, IL-IO, IFN-y por linfocitarias (CD4+, CD8+) por

Cítometria de flujo C írometría de flujo
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5. RESULTADOS

S.I Seguimiento de los ratones post-reto con ETEC.

Después del reto por vía oral con 6 X 108 ETEC por ratón, para los grupos de ratones

estudiados, se realizó el seguimiento durante siete días, en los que se estud iaron la

presencia diarrea y el tiempo de excreción de ETEC por coprocultivo. En la tabla 6 se

muestra los resultados de la presencia de diarrea, y los porcentajes de coprocultivos

positivos a ETEC.

Día Grupo Presencia de
ETEC en heces Diarrea

O Todos - O
I Todos ++++ O

Control +++ I
3 CLE ++ I

CTB ++ l
CLE+ CTB + O

4 Control O
CLE - l
CTB O
CLE+CTB O

7 Todos - O

Tabla 6. Seguimiento de los ratones después de la infección con ETEC Hl0407. Donde - =
negativo; + = 25%, ++ = 50%; +++ = 75%; ++++=100%; O = sin diarrea; l = pérdida de la
consistencia de las heces pero sin la cola mojada; 2 = región peri anal y cola húmedas y 3 = cola,
patas y abdomenbajo mojados y con apariencia inactiva.

En relación a la excreción de ETEC evaluada por la selección de S colonias individuales de

cada uno de los cuadrantes del cultivo obtenido de cada animal, se observó que al día 1, en

todos los grupos de animales se presentaron coprocultivos positivos en el 100%, ya que de

las 20 colonias seleccionadas de cada animal de cada grupo de estudio fueron ETEC. En el

tercer día los coprocultivos positivos fueron del 7S% para el grupo control ; SO% en los
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grupos inmunizados con CLE y CTB y del 25% en el grupo irununizado con CLE+CTB. A

partir del cuarto día los coprocultivos para ETEC fueron negativos en todos los grupos

estudiados .

La presencia de diarrea en los ratones posterior a la infección con ETEC fue observada

únicamente con un cambio de consistencia de las heces para los grupos control, CLE y

CTB en el día 3 y solo el grupo inmunizado con CLE continuó en el cuarto día. A partir del

quinto día, la consistencia en las heces fue normal en todos los grupos.

5.2 Obtención de linfocitos.

Una vez obtenidos los órganos se realizaron pozas correspondientes de cada grupo de

animales. El rendimiento de los linfocitos obtenidos por órgano estudiado se muestra en la

tabla 7 cuya viabílidad celular fue superior al 90%.

Rendimiento de linfocitos
(células x lO('/mL)

~
Control CLE CTB CLE+CTB

Orzano
Bazo 7.8 8.2 9.7 9.3
GLI 4.3 5.0 5.8 7.0
GLC 5.2 7.4 4.4 5.8
PP 2.5 1.4 2.7 2.0

Tabla 7. Rendimiento linfocitario de los órganos de los ratones estudiados . GLI = Ganglios
linfáticos inguinales, GLC = Ganglios linfáticos cervicales, PP = placas de Peyer.

5.3 Determinación de subpoblaciones linfocitarias por citometría de flujo.

Posterior a la infección con ETEC y al seguimiento de 7 días; se obtuvieron los ganglios

linfáticos inguinales, los ganglios linfáticos cervicales y las placas de Peyer; sus linfocitos
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fueron proliferados con los antígenos vacunales y fitohemaglutinina y se determinaron las

subpoblaciones linfocitarias.

o 5. 10 15 20 25 30

% Linfocitos CD3+/CD4+

OControl E3CLE .CTB mCLE+CTB

Figura 9. Porcentaje de linfocitos T CD4+ en el bazo y las placas de Peyer para los antígenos:
PHA= Fitohemaglutinina, CLE= Epítopo lineal común, CTB= Subunidad B de la toxina del cólera
y la combinación CLE+CTB.

Tanto en el bazo como en las placas de Peyer el incremento para la subpoblación de

linfocitos T CD4+ fue mayor en el grupo inmunizado con CLE+CTB con respecto al grupo

control (figura 9), esta diferencia encontrada fue independiente del antígeno con el cual las
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células fueron proliferadas. El mayor porcentaje de linfocitos T CD4+ fue obtenido en el

grupo vacunado con CLE+CTB en presencia de la fitohemaglutinina para las placas de

Peyer el cual fue de 29.4%, el incremento observado fue de 1.5 veces comparado con el

grupo control. En relación a la mayor respuesta de linfocitos T CD4+ en el bazo, mismo

grupo utilizando el CTB como antígeno de proliferación fue de 28.2% que representó un

incremento de 1.3 veces comparado con el grupo control.

Adicionalmente, en la figura lOse muestran los porcentajes de linfocitos T CD8+ del bazo

y las placas de Peyer, por antígenos. Es importante señalar que sólo se muestran las

proliferaciones celulares de mayor magnitud.

La respuesta de linfocitos T CD8+ (figura 10) fue inferior comparada con la proliferación

observada para los linfocitos T CD4+ (figura 9) en todos los grupos de estudio. En la figura

lOse muestra que el incremento de linfocitos T CD8+ fue elevado especialmente en el

grupo inmunizado con CLE+CTB; exceptuando el porcentaje de linfocitos T CD8+ en el

bazo para el grupo inmunizado con CTB en presencia del CTB y PHA como antígenos de

proliferación. En las placas de Peyer se obtuvo un incremento mayor en el grupo

inmunizado con CTB estimulados con CTB.

En las placas de Peyer el incremento de linfocitos T CD8+ fue mayor para el grupo

inmunizado con CTB, en las placas de Peyer el incremento fue del 7.7 veces y de 5.3 veces

en el bazo cuando los linfocitos fueron estimulados con CTB.
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% Linfocitos CD3+/CD8+

o Control BCLE .CTB mCLE+CTB

Figura 10. Porcentaje de linfocitos T CD8+ en el bazo y las placas de Peyer (PP) para los antígenos
PHA = Fítohemaglutinina, CLE= Epítopo lineal común, CTB= Subunidad B de la toxina del cól era
y la combinación CLE+CTB.

La proliferación en los ganglios linfáticos cervicales e inguinales fue pobre, por lo que la

grafica solo se señalan aquellos que presentaron igualo mayor proliferación al comparase

con la PHA como lo fueron las placas de Peyer y el bazo.
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Dado que nuestro estudio esta específicamente dirigido a caracterizar la respuesta inmune

de la vacuna compuesta por el péptido de CLE y el adyuvante mucosal CTB , en la figura 11

y tabla 10 (apéndice) se conjuntaron los resultados de las proliferación de los linfocitos T

CD4+ y T CD8+ tanto para las placas de Peyer como del bazo, ya que se observó fueron los

órganos con mayor grado de proliferación celular.

20
18

16
14
12

10

8
6
4

2
O

Subpoblaciones Iinfocitarias

loControl flI CLE • ClE lilI CLE+ClEI

Figura 11. Subpoblaciones linfocitarias específicas a CLE+CTB del bazo y las placas de Peyer en
todos los grupos estudiados.

Corno se muestra en la figura 11, el porcentaje de linfocitos T CD4+ fue mayor que el

porcentaje de linfocitos T CD8+ tanto en el bazo como en las placas de Peyer en los grupos

estudiados. Con respecto a la respuesta de linfocitos T CD4+ y T CD8+ fueron superiores

para el grupo inmunizado con CLE+CTB en comparación con los otros grupos. Con

respecto al grupo control, el grupo inmunizado con CLE+CTB presentó un incremento de

linfocitos T CD4+ de 0.5 (5.8%) veces en el bazo y 5.7 (15.9%) veces en las placas de

Peyer. Este incremento se observó también para los linfocitos T CD8+ en el grupo
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CLE+CTB con 0.1 (0.6%) veces en el bazo y 1.8 (4.9%) veces en las placas de Peyer ; al

compararse con el grupo control (figura 11).

5.4 Determinación de citocinas intracelulares por citometría de flujo.

Una vez determinados los porcentajes de proliferación de los linfocitos T CD4+ y T CD8+,

lógicamente la siguiente pregunta fue determinar que citocinas eran las participantes, por lo

que en la figura 12 se muestra el porcentaje de células productoras de la citocina IL-4 para

los diferentes grupos estudiados con cada antígeno de proliferación por órgano,

determinado por citometría de flujo.

En la figura 12 se muestra el porcentaje de células productoras de IL-4 del bazo, los

ganglios linfáticos inguinales y cervicales y las placas de Peyer de los diferentes grupos de

estudio . Se observó un claro incremento de células productoras de IL-4 en todos los

órganos estudiados, el incremento en los cuatro órganos de estudio fue mayor a la

proliferación con PHA, dicho incremento fue mayor nuevamente en el grupo inmunizado

con CLE+CTB; yen algunos para el grupo inmunizado con CTB. En las placas de Peyer el

grupo que presentó el mayor incremento de células productoras de IL-4 en comparación

con el grupo control fue el inmunizado con CTB, siendo de 1.1 veces mayor cuando los

linfocitos fueron estimulados con CLE+CTB.

49



5040302010

Cl E+CTB

ClE+CTB

o CTB
N
ro
ro Cl E

PHA

O

~------

~~-
a..
a..

Ü
....J

o CJ
r:::
al

.~-r:::s
o
r:::
C'll

~
o

....J
CJ

% Células productoras de IL-4

o Control 0C l E .CTB ll\\\IC lE+CTB

Figura 12. Porcentaje de IL-4 en el bazo, las placas de Peyer, los ganglios linfáticos inguinales y
los ganglios linfáticos cervicales de los grupos en estud io. IL-4= Interleucina 4, GLl = ganglios
linfáticos inguinales, GLC = ganglios linfáticos cervica les, PP = placas de Peyer, PHA=
Fitohemaglutinina, CLE= Epítopo lineal común, CTB= Subunidad B de la toxina del cólera.
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En los ganglios linfáticos cervicales (OLC) la mayor respuesta de células productoras de

IL-4 fue obtenida para el grupo inmunizado con CLE+CTB; en presencia de CTB se

observó el incremento de 6.8 veces con respecto al controL En los ganglios linfáticos

inguinales (OLI), el incremento presentado para el grupo inmunizado con CLE+CTB fue de

6.2 veces en presencia de CLE como antígeno de proliferación.

Por último, en el bazo la proliferación de células productoras de IL-4 fue menor que en el

resto de los órganos estudiados, pero aún así se aprecian claras diferencias entre los grupos;

el mayor incremento en el porcentaje de células productoras de IL-4 fue determinado para

el grupo inmunizado con CTB siendo de 1.7 veces mayor con respecto al grupo control con

el antígeno de CTB. Finalmente es importante señalar que el porcentaje fue variable

dependiendo del órgano de estudio y del antígeno con el cual fueron proliferadas las

células.

La figura I3 muestra el porcentaje de células productoras de la citocina IL-1O para los

diferentes grupos estudiados con cada antígeno de proliferación por órgano, así como se

observa que la respuesta fue claramente menor que la obtenida para la citocina IL-4 y los

porcentajes de células productoras de IL-1O fueron menores que para IL-4 (figura 12) en

todos los grupos estudiados e independientemente del antígeno de proliferación. La

diferencia que existe entre el grupo inmunizado con CLE+CTB fue clara y los demás

grupos, siendo mayor el incremento de células productoras de IL- lOen las placas de Peyer

con respecto al resto de los órganos .
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Figura 13. Porcentaje de IL-IO en el bazo, las placas de Peyer, los ganglios linfáticos inguinales y
los ganglios linfáticos cervicales de los ratones. lL-IO= lnterleucina 10, GLl = ganglios linfáticos
inguinales, GLC = ganglios linfáticos cervicales, PP = placas de Peyer, PHA= Fitohemaglutinina,
CLE= Epítopo lineal común, CTB= Subunidad B de la toxina del cólera .
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En cuanto a [as placas de Peyer, el grupo inmunizado con CLE+CTB mostró el mayor

incremento en la producción de IL-IO, recalculado en 11.2 veces mayor en comparación

con el grupo control, al antígeno CLE. En los ganglios linfáticos cervicales se detectó un

incremento de 9.2 veces mayor en porcentaje de células productoras de IL-IO en el grupo

inmunizado con CLE+CTB con respecto al control utilizando el CLE como antígeno de

proliferación.

La respuesta en los ganglios linfáticos inguinales , al igual que en el resto de los órganos

estudiados fue mayor para el grupo inmunizado con CLE+CTB, con un incremento de 5.2

veces comparado con el grupo control, utilizando el CLE como antígeno de proliferación.

La respuesta observada en el bazo fue similar a la presentada en los demás órganos

estudiados y se observó claramente el predominio del incremento de células productoras de

IL-IO para el grupo inmunizado con CLE+CTB; cuyo incremento fue de 19.5 veces

utilizando CLE+CTB como antígenos de proliferación. comparado con el grupo control. De

esta forma, tanto en la figura 9 como en la lOse observó el incremento en las

subpoblaciones linfocitarias productoras de IL-4 e IL-IO.

La figura 14 muestra el porcentaje de células productoras de la citocina IFN-y para los

diferentes grupos estudiados con cada antígeno de proliferación y del órgano.
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Figura 14. Porcentaje de IFN-y en el bazo, las placas de Peyer, los ganglios linfáticos inguinales y
los ganglios linfáticos cervicales de los ratones . IFN-y= Interferón gama, GLl = ganglios linfáticos
inguinales, GLC = ganglios linfáticos cervicales, PP = placas de Peyer, PHA= Fitohemaglutinina,
CLE= Epítopo lineal común, CTB= Subunidad B de la toxina del cólera.
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De forma general, la respuesta para IFN-y (figura 14) fue pobre para todos los grupos

independientemente del órgano estudiado y del antígeno para la proliferación, así como

para el control positivo con PHA. También se observó que la proliferación en el bazo y en

las placas de Peyer fue casi nula lo que se corrobora con el porcentaje de células

productoras de INF-yen presencia de PHA.

Sin embargo, en los ganglios linfáticos cervicales, la mayor respuesta fue obtenida en el

grupo inmunizado con CTB, con el incremento de 17.3 veces en la producción de IFN-y

cuando los linfocitos proliferaron en presencia de CTB con respecto al grupo control. En

los ganglios linfáticos inguinales el grupo inmunizado con CLE+CTB presentó el

incremento aproximado de 40 veces utilizando CLE como antígeno de proliferación

comparado con el grupo control.

De las figuras 12 a 14 y las tablas 11 a 13 (apéndice) al igual que en el caso de las

subpoblaciones linfocitarias; se tomaron los resultados correspondientes a los valores de

proliferación en presencia del CLE+CTB, de esta forma, las citocinas que se evaluaron

fueron producto de linfocitos específicos a ambos antígenos de la vacuna.

En la figura 15 y tabla 14 (apéndice) se muestra el porcentaje de células productoras de

citocinas en cada grupo de estudio dependiendo del órgano.
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Como se aprecia en la figura 15, la producción de IL-4 mostró un incremento considerable

para el grupo inmunizado con CLE+CTB principalmente en el bazo y los ganglios

linfáticos inguinales (1 y 2.8 veces respectivamente) en comparación con el grupo control.

La respuesta en los ganglios linfáticos cervicales y las placas de Peyer fue mayor para el

grupo inmunizado solo con CTB, aunque , el grupo CLE + CTB mostró un aumento en la

producción de IL-4 en comparación al grupo control (2. I Y0.2 veces respectivamente).

En cuanto a la respuesta para IL- IO, se observó un incremento de esta citocina en todos los

grupos con respecto al control, aunque este incremento fue menor que el observado para

IL-4. El grupo que mostró un mayor aumento fue el inmunizado con CLE + CTB en

comparación con el grupo control siendo de 19.5,004,8 Y 6.8 veces mas en el bazo, los

ganglios linfáticos cervicales, los ganglios linfáticos inguinales y las placas de Peyer

respectivamente. El mayor porcentaje de células productoras de IL-I0 fue obtenido en los

ganglios linfáticos cervicales (8. I%) para el grupo CLE+CTB.

Finalmente aunque los porcentajes de células productoras de IFN-y fueron muy pobres en

todos los órganos estudiados se observó un incremento en los ganglios linfáticos cervicales

e inguinales con respecto al grupo control de 1.5 y 4.3 veces respectivamente. Tanto en el

bazo como en las placas de Peyer no se observaron diferencias en la respuesta de IFN-y.
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6. DISCUSIÓN

6.1 Seguimiento de los ratones

En cuanto al periodo de excreción de cultivo puro observado al primer día después del reto

se explica como una multiplicación bacteriana temprana, y ausente de otros signos de

diarrea. Las diferencias observadas al tercer día post-reto se explican como la capacidad no

solo de infectar a los animales sino además de colonizarlos como lo observamos claramente

para el grupo control en contraste con los grupos inmunizados ya sea con CLE o el CTB,

que con inconsistencia en la heces y la presencia de ETEC solo fue del 75%, lo que sugiere

que se induce una respuesta inmune sistémica y local que aunque no fue muy elevada se

diferenció del grupo no inmunizado por los resultados en sus coprocultivos. En cuanto a los

ratones inmunizados con CLE+CTB se observó aun más la disminución de la colonización

y ausencia de otros signos de diarrea, lo cual implica que la respuesta inmune inducida por

ambos antígenos fue sinérgica y efectiva, y a pesar de que no inhibió la infección si evito la

presencia de diarrea o inconsistencia de la heces. Este hallazgo es muy importante ya que es

la primera vez que se demuestra que la inmunización intranasal con estos antígenos

presenta una capacidad protectora contra la infección oral causada por ETEC.

Debido a que el CTB es bioquimica e inmunológicamente muy parecidoa la subunidad B

de la toxina termo lábil (LTB) de ETEC (12, 13, 14], además de ser un eficaz adyuvante de

mucosas, evoca una respuesta inmune cruzada contra LT; por lo que la vacuna que estamos

proponiendo tiene como blanco la estimulación de una respuesta inmune protectora dirigida

hacia la disminución de la colonización y la neutralización de la acción de la toxina LT de

ETEC.

59



Ya en estudios anteriores en infección natural [27, 28] Yvacunas con bacterias completas

muertas y complementadas con CTB en conejos y voluntarios humanos mediante su

administración oral previa neutralización de la acidez del estómago [35, 36, 37], se

demostró la sinergia en la protección debida a la presencia o incremento en los niveles de

anticuerpos contra los factores de colonización y contra las toxinas de ETEC.

Para el día 4 después del reto las ausencias por excreción de ETEC y diarrea presentadas

para casi todos los grupos de estudio fue evidente, a excepción del grupo inmunizado con el

CLE; lo que indica que se trata de un modelo para diarreas agudas y además como sucede

en el humano la infección es de tipo auto limitante; quizás. otro factor importante es la

función del ciego en retraer los excesos de líquidos producidos en la lumen intestinal, así

como no olvidar la infección especie específica [10], como ha sido de gran debate ya por

varias décadas acerca de la limitantes de los modelos experimentales, seguramente si

existiera la caracterización de cepas de ETEC causantes de diarrea en este modelo, la

observación y aportación experimental podría contribuir a mayor numero de resultados

experimentales. Por otro lado, el promedio en días de la infección sintomática por ETEC

difícilmente supera las 48 h con severidad media y auto limítante; sin embargo, habrá que

recordar que el impacto del numero de diarreas ocurridas niño/año por este patógeno en

menores de 5 años es de tres, que aunado a la desnutrición, y las diarreas ocasionadas por

otras bacteria, virus y protozoarios son de impacto en la morbilidad y mortalidad.

Por consiguiente para el séptimo día los animales habían superado la fase aguda de la

diarrea; sin embargo, la diferencia de la severidad y porcentaje de excreción fue

notoriamente disminuida para el grupo inmunizado con la combinación de los antígenos.
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Son muchos los esfuerzos que se han realizado para diseñar modelos animales que permitan

evaluar patogenicidad y respuesta inmune a la infección por ETEC [30, 31, 32]. López

Vidal y cols. diseñaron un modelo de hámster sirio dorado (HSD) para evaluar la severidad

de diarrea debida a la infección por ETEC [33], dicho modelo tiene la capacidad de simular

la infección como se presentaría de forma natural, esta es una gran ventaja debido a que no

existe manipulación quirúrgica que pudiera someter al animal a un estado de estrés, lo cual

restaría validez a los resultados arrojados por dicho modelo. Sin embargo, debido a la

ausencia de reactivos biológicos en esta especie que les permitieran realizar la

caracterización de la respuesta inmune fue necesario usar otro modelo para contestar dicho

objetivo.

En los resultados que obtuvimos pudimos ver que el modelo de ratón es susceptible a la

infección por ETEC, debido a que el cuadro diarreico que se presentó fue severidad

moderada con respecto al modelo HSD que utilizamos como referencia; sin embargo, el

principal objetivo de este trabajo fue la caracterización de la respuesta inmune, para lo cual

el modelo murino, y en especial la cepa BALB/c, fue utilizado en distintos trabajos con este

mismo fin, debido a la semejanza en respuesta inmune con el humano.

6.2 Subpoblaciones linfocitarias

El presente trabajo tuvo como objetivo el estudiar que la vacuna de tipo peptídica basada en

un epítopo lineal común de los factores de colonización de ETEC reconocido por sueros de

niños en la etapa convaleciente de la infección por ETEC junto con la subunidad B de la

toxina del cólera administrados intranasalmente tuvo la capacidad de inducir la respuesta

inmune protectora que disminuyó la severidad de la diarrea ocasionada por ETEC
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comparado con los otros grupos controles, así como, caracterizar la respuesta inmune

inducida por esta vacuna.

En este trabajo se demostró que la administración por la vía intranasal del CLE+CTB tuvo

la capacidad de estimular al sistema inmune local y realizar el "horning" hacia sitios

distales tales como las placas de Peyer y el bazo, mediante la detección de la respuesta

inmune en diferentes órganos linfoides secundarios, a través de la caracterización de las

subpoblaciones de linfocitos T y el perfil de citocinas en el bazo, las placas de Peyer, los

ganglios linfáticos cervicales y los ganglios linfáticos cervicales.

En los mecanismos de la respuesta inmune específica se tuvo como primer evento el

reconocimiento del antígeno por las células presentadoras de antígeno a los linfocitos T y

dependiendo del tipo de molécula del MHC que expresaron en su superficie, la

especificidad de reconocimiento por parte de los linfocitos T CD4+ o CD8+; el evento de

presentación de antígeno se llevó a cabo en los ganglios linfáticos y el bazo principalmente;

los linfocitos T específicos para el CLE+CTB presentado, indujeron una serie de

mecanismos de proliferación y diferenciación a células efectoras que tuvieron la capacidad

de migrar hacia órganos distantes del sitio donde fueron activados.

Se han realizado gran cantidad de trabajos que demostraron que el tejido linfoide asociado a

mucosas (MALT) es un sistema común, es decir que la estimulación en un sitio

determinado de la mucosas (sitio inductor) induce una respuesta a nivel local o a distancia

(sitio efector), esto representó una gran ventaja en el diseño de vacunas, facilitándose

principalmente la forma de administración por mucosas [29,43,44].
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En los resultados obtenidos, realizado el sacrificio, la dens idad de linfocitos T fue mayor en

las placas de Peyer, lo que nos hace suponer que debido a que en este sitio fueron

principalmente reclutados para combatir la infección por ETEC. Wenneras y cols en 1994

reportaron que la administración oral de la vacuna compuesta por bacterias inactivas tiene

la capacidad de inducir una respuesta de linfocitos T a nivel intestinal y muy pobre a nivel

sistémico [45], en nuestro trabajo, la administración por vía intranasal tiene la capacidad de

incrementar las poblaciones de linfocitos T en sitios distantes como en las placas de Peyer y

el bazo.

La diferencia encontrada entre la proliferación para linfocitos T CD4+ y CD8+ fue de

acuerdo a lo esperado , por lo que en cuanto a mecanismos de defensa específica para

microorganismos extracelulares principalmente por la colaboración entre linfocitos T CD4+

incrementó la proliferación, diferenciación y producción de anticuerpos en los linfocitos B

[22, 23]. Es necesar io mencionar que aunque las células de los ganglios linfáticos

inguinales y los ganglios linfáticos cervicales también fueron proliferadas de igual que

forma que las de placas de Peyer y del bazo, probablemente la baja proliferación fue debida

a que el sitio de arresto celular no lo asoció prioritariamente en estos sitios, aunque la

subpoblación fue localizada en los mismos.

6.3 Perfil de citocinas

Realizada la caracterización de las subpoblaciones linfocitarias, se caracterizó el perfil de

citocinas inducidas por CLE+CTB en los linfocitos del bazo, las placas de Peyer, los

ganglios linfáticos cervicales y los ganglios linfáticos inguinales , con importante

producción de IL-4 e IL-IO, no así para IFN -y. EstáS hallazgos se apoyan en el
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conocimiento de que tanto IL-4 como IL-10, son citocinas determinantes de la

diferenciación de los linfocitos T hacia un fenotipo Th2. El incremento de dichas citocinas

indica que los linfocitos T están colaborando con los linfocitos B para su proliferación y

diferenciación a células plasmáticas. Por varias décadas es bien conocido que la respuesta

inmune protectora en contra de la infección causada por ETEC es de este tipo, por lo cual

este resultado favorece su aprobación de la respuesta inmunitaria y en un breve tiempo se

diseñaran los primeros estudios en voluntarios humanos.

En relación a los hallazgos encontramos que la producción de IFN-y fue mucho menor que

la de IL-4 e IL-IO, incluso en algunos casos fue indetectable, en el caso de los ganglios

linfáticos cervicales e inguinales se detectó que las células productoras de IFN-y en el

grupo vacunado con CLE+CTB se incrementaron 4.3 veces y 1.5 veces, respectivamente,

con respecto al grupo control. Esto sugiere que, si bien, existe un incremento mayoritario

de citocinas de un tipo de respuesta Th2, también existe una cierta participación de

linfocitos T tipo Thl, aunque el incremento de células productoras de IFN-y fue limitado.

Wenneras y cols.[45] llevaron a cabo el estudio de células T específicas a los factores de

colonización después de la inmunización con una vacuna de bacterias inactivas

complementada con la subunidad B de la toxina del cólera, se encontró que el incremento

de linfocitos T específicos a cada uno de los factores de colonización incluidos en la vacuna

fue preferentemente del tipo Thl ya que se encontraron niveles altos de IFN-y; otros

reportes señalan que la administración de proteínas junto con adyuvantes de mucosas

demostró que estos antígenos normalmente inducen una respuesta de tipo Th2 [46].
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Posteriormente, Pascual y cols. [47] demostraron que la inmunización oral de ratones con

una vacuna de Salmonella atenuada que expresa CFAlI indujo una respuesta mixta Thl/Thz

para CFAlI caracterizada por una respuesta temprana de tipo Th2 seguida por el desarrollo

de una ThI. Lo cual sugiere la presencia de epítopos para ambas subpoblaciones de

linfocitos y que también fue observada con nuestros antígenos, que a diferencia de estas

vacunas la inducción es paralela, lo cual podría ser atractiva para una inmunidad

compartida o sinérgica. En el diseño racional de vacunas para la inducción de inmunidad de

mucosas de forma efectiva se deben considerar cuidadosamente los tipos de respuesta que

se deseen dirigir.

La respuesta obtenida por el CTB como adyuvante de mucosas ha sido ampliamente

estudiada y caracterizada, se sabe que este componente proteico tiene la capacidad de

dirigir el tipo de respuesta hacia Th2 cuando es administrado por mucosas [46], claro que es

necesario mencionar que el tipo de respuesta que se presenta es dependiente del tipo de

antígeno administrado, la vía de administración y la dosis principalmente [22, 23, 46].

De esta forma, con los resultados que obtuvimos sugerimos que el principal tipo de

respuesta obtenida debida a la vacunación con CLE + CTB fue por linfocitos T CD4+

principalmente de tipo Th2, con esto se espera que se estimule la proliferación y

diferenciación de células B a células productoras de anticuerpos.

El uso de la vía intranasal como vía de administración tiene como principales ventajas, la

gran superficie altamente vascularizada, la eliminación del uso de jeringas con el riesgo que

esto conlleva, la disminución de las dosis administradas (en comparación con la vía oral),
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administración fácil y se puede aplicar a una gran cantidad de población, la inducción de

anticuerpos y células de la respuesta inmune [48]. Existen trabajos que demostraron que la

administración por vía intranasal estimuló la producción de IgA a nivel intestinal [43, 44].

Por otro lado, en la actualidad el campo del diseño de vacunas peptídicas ha sido

ampliamente explorado debido a que representa la generación de la respuesta inmune

protectora, aplicado principalmente en vacunas contra la infección por parásitos intestinales

y vacunas contra el cáncer.

Actualmente, contamos con la caracterización de péptido en condiciones fisiológicas tanto

de pH como de temperatura, con una estructura 13- plegada y formando trímeros basado en

estudios de dicroísmo circular y dispersión dinámica de la luz. Análisis por computación

mediante el uso de algoritmos de afmidad estructural demostraron teóricamente una alta

afmidad para el reconocimiento por moléculas clase II del sistema inmune, lo cual apoya

los resultados de la respuesta inmune Thl/Thz reportados en este trabajo.
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7. CONCLUSIONES

La vacuna compuesta por el epítopo lineal común y la subunidad B de la toxina del
cólera disminuyó la colonización y la severidad de la diarrea causada por ETEC en
el modelo murino.

La vacuna contra la infección por ETEC compuesta por el epítopo lineal común y la
subunídad B de la toxina del cólera indujo proliferación de linfocitos T específicos,
con predomínancia de la subpoblación de linfocitos T CD4+.

La vía de admínístración intranasal fue efectiva para la estimulación de la respuesta
inmune en las placas de Peyer, el bazo, los ganglios linfáticos inguinales y los
ganglios linfáticos cervicales.

Una importante respuesta de lL-4 e lL-1O característica de Th2 se obtuvo en todos
los órganos estudiados en el grupo vacunado con el epítopo lineal común y la
subunidad B de la toxina del cólera.
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APÉNDICE

Linfocitos CD4+ ('y.,)

Órgano~ Control CLE CTB CLE+CTB
Antígeno
PHA 6.8 5.1 16.3 3.5

Bazo CLE 6.2 7.9 6.6 16.2
CTB 12.1 6.2 10.6 28.2
CLE+CTB 10.6 7.2 14.7 1604
PHA 0.1 0.1 DA lA

GLI CLE 0.5 0.2 0.2 1.8
CTB 0.5 0.8 0.6 0.5
CLE+CTB 0.5 0'.5 0.2 I
PHA 0.5 0.2 0.3 0.3

GLC CLE 0.2 0.2 0.2 0.3
CTB 0.7 0.3 0.3 0.5
CLE+CTB 0.2 DA 0.2 0.5
PHA 10.6 4.7 3.1 2904

PP
CLE 0.1 4 2.9 15.2
CTB 3 15.2 4.9 20.2
CLE+CTB 2.8 504 1.8 18.7..

Tabla 8. Porcentaje de linfocitos CD4+ en bazo, placas de Peyer, Ganglios linfáticos inguinales y
ganglios linfáticos cervicales.GLI = ganglios linfáticos inguinales, GLC = ganglios linfáticos
cervicales, PP = placas de Peyer, PHA= Fitohemaglutinina, CLE= Epítopo lineal común , CTB=
Subunidad B de la toxina del cólera.
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Linfocitos Cl>8+ ('Yo.)

Órgano~ Control CLE CTB CLE+CTB
Antígeno
PHA S.9 2.6 7A 2.6

Bazo CLE 5.3 9.1 2.6 11.1
CTB 4 4.7 25.3 9.5
CLE+CTB 5.5 4.1 3 6.1
PHA O.S I 0.2 0.7

GL! CLE 3.7 0.3 0.2 0.7
CTB 2 0.2 0.3 I
CLE+CTB 0.7 NO DA 0.9
PHA 0.5 0.3 DA 0.3

GLC CLE 0.2 0.2 0.2 0.5
CTB 0.4 0.3 DA 0.3
CLE+CTB 0.2 0.3 DA 0.6
PHA 2.9 5.7 1.7 14A

PP CLE 4.7 2.3 7.S 9.2
CTB 1.5 4.3 l3 lOA
CLE+CTB 2.7 3.3 NO 7.6. .

Tabla 9. Porcentaje de linfocitos CD8+ en bazo, placas de Peyer, ganglios linfáticos inguinales y
ganglios linfáticos cervicales . GL! = ganglios linfáticos inguinales, GLC = ganglios linfáticos
cervicales , PP = placas de Peyer, PHA= Fitohemaglutinina, CLE= Epítopo lineal común, CTB=
Subunidad B de la toxina del cólera., ND= No determinado

C04 10.6 7.2 14.7 16A

Línfoci tos
('Yo)

Bazo

Órgano Control CLE CTB CLE+CTB

PP
COS 5.5 4.1 3 6.1
CD4 2.S 5A I.S IS.7
COS 2.7 3.3 NO 7.6

Tabla 10. Subpoblaciones linfocitarias específicas a CLE+CTB de bazo y placas de Peyer en todos
los grupos estudiados .PP = placas de Peyer. CLE= Epítopo lineal común, CTB= Subun idad B de la
toxina del cólera. ND= No determinado
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IL--t ('Yo.)

Órgano~ Control CLE CTB CLE+CTB
Al1tí~el1o

PHA 2.6 2.6 7.4 6.3

Bazo CLE 11.1 3.1 2.6 5
CTB 9.5 l.l 25.3 3.8
CLE+CTB 6.1 7.3 3 12.3
PHA 6.3 Il.l 19.2 22

GLI CLE 5 15.6 15.2 36.2
CTB 3.8 2.9 7.7 17.6
CLE+CTB 12.3 . 11.2 12.6 46.2
PHA 3.2 21.5 19 39.7

GLC CLE 6 1.8 13.2 24.9
CTB 5.8 6.3 13 45.5
CLE+CTB 4.2 15.1 15.5 13.2
PHA 26.1 2.8 51.4 45.5

PP CLE 40.3 34.8 42.8 40.4
CLE+CTB 19.7 30.6 17.2 35.9
CTB 14 6.9 28.8 16.5. .Tabla 11. Porcentaje de IL-4 en bazo, placas de Peyer, ganglios linfáticos inguinales y ganglios

linfáticos cervicales de los grupos en estudio.IL -4= Interleucina 4, GLI = ganglios linfátic os
inguinales , GLC = ganglios linfáticos cervicales, PP = placas de Peyer, PHA= Fitohemaglutinina,
CLE= Epítopo lineal común, CTB= Subunidad B de la toxina del cólera.
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IL-IO (e:;,,)

Órgano~ Control CLE CTB CLE+CTB
Anttgeno
PHA 0.9 0.3 1.8 7.2

Bazo CLE 0.9 0.2 0.5 5.9
CTB 1.1 0.3 O 4.1
CLE+CTB 0.2 0.2 0.3 4.1
PHA 0.9 1.2 1.5 4.2

OLI CLE 1.I 3 1.6 6.8
CTB 1.5 3.2 0.9 6.6
CLE+CTB 3.5 1.6 lA 4.8
PHA 1.6 1.8 0.6 8.6

OLC CLE 0.5 1.3 0.6 5.1
CTB 2.2 0.6 0.7 4.7
CLE+CTB 0.9 1.6 1.I 8.1
PHA 0.8 0.2 0.8 7.2

PP CLE 0.9 1.1 0.6 11
CLE+CTB 1 0.6 lA 3.8
CTB 0.5 004 0.7 3.9. .Tabla 12. Porcentaje de IL-IO en bazo, placas de Peyer, ganglios linfáticos inguinales y ganglios

linfáticos cervicales de los ratones. IL-IO= Interleucina 10, GLI = ganglios linfáticos inguinales,
GLC = ganglios linfáticos cervicales , PP = placas de Peyer, PHA= Fitohemaglutinina, CLE=
Epítopo lineal común, CTB= Subunidad B de la toxina del cólera.



IFN-y (%.)

Órgano~ Control CLE CTB CLE+CTB
Antígeno
PHA 0.1 O O 0.8

Bazo CLE 0.4 0.2 O 0.7
CTB O 0.2 O O
CLE+CTB O O 0.3 0.5
PHA 0.2 O 1.4 1.2

GLI CLE 0.2 0.3 2.6 8.9
CTB 0.2 0.3 0.9 0.8
CLE+CTB 0.4 0.4 1.5 2.1
PHA 0.6 0.4 2 4.7

GLC CLE 1.1 0.2 5.6 0.9
CTB 0.4 0.1 7.3 3.7
CLE+CTB 0.4 0.3 0.6 1
PHA 0.4 O 0.7 1

PP CLE O 0.5 0.2 0.2
CLE+CTB 0.9 0.2 O 3.2
CTB 1.7 0.8 0.7 O

Tabla 13. Porcentaje de IFN-y en bazo, placas de Peyer, ganglios linfáticos inguinales y ganglios
linfáticos cervicales de los ratones. IFN-y= Interferón gama, GLI = ganglios linfáticos inguinales ,
GLC = ganglios linfáticos cervicales, PP = placas de Peyer, PHA= Fitohemag lutinina, CLE=
Epítopo lineal común, CTB= Subunidad B de la toxina del cólera.
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Bazo 6.1 7.3 3 12.3

C itocina
('Yo.)

IL-4

Órgano Contro l CLE CTB CLE+CTB

IL - 10

INF-y

OLI 12.3 11.2 12.6 46.2
OLC 4.2 15.1 15.5 13.2
PP 14 6.9 28.8 16.5
Bazo 0.2 0.2 0.3 4.1
OLI 3.5 1.6 1.4 4.8
OLC 0.9 1.6 1.1 8.1
PP 0.5 0.4 0.7 3.9
Bazo O O 0.3 0.5
OLI 0.4 0.4 1.5 2.1
OLe 0.4 0.3 0.6 1
PP 1.7 0.8 0.7 O

Tabla 14. Citocinas intracelulares de linfocitos específicos a CLE+CTB de bazo. ganglios linfáticos
inguinales, ganglios linfáticos cervicales y placas de Peyer en todos los grupos estudiados . GLl =
gang lios linfáticos inguinales, GLC = ganglios linfáticos cervicales, PP = placas de Peyer, CLE=
Epítopo linea l común, CTB= Subunidad B de la toxina del cólera.
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