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Resumen

1 RESUMEN

La toxina Pet miembro de la subfamilia SPATEs se ha relacionado con la virulencia de
E. coli. Datos de la necropsia de un nifio muerto a consecuencia de la infeccién por E. coli
enteroagregativa productora de Pet, muestran una reaccion inflamatoria severa con dafio
importante del tejido. En esta respuesta los macrofagos son células del sistema inmune
innato que al activarse secretan diversos mediadores pro- y anti-inflamatorios (citocinas),
parte de estos mediadores facilitan el control de las infecciones bacterianas; aunque
también estan involucrados en el dafio de la mucosa intestinal. En este trabajo utilizando
un modelo in vitro, se analizo si la toxina Pet de E. coli enteroagregativa era capaz de
activar macrofagos derivados de monocitos de sangre periférica humana. La toxina Pet se
purificé por columna de afinidad y se caracteriz6 por andlisis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) y Westhern-blot. A partir de concentrados leucocitarios (Buffy coat) de donadores
sanos se obtuvieron células mononucleares (MN) por gradiente (Lymphopred). Alicuotas
de 60 pl que contenian 15x10° células MN se adicionaron a cubreobjetos de 0.9 mm de
didmetro y se incubaron a 37°C en atmosfera de CO, al 5%. Después de 2 horas de
incubacion, las células adherentes (monocitos) se dejaron en cultivo para su diferenciacion
a macroéfagos. Posteriormente se trataron con Pet (0-20ug/ml) y se evalud: 1) la migracion
celular dirigida (quimiotaxis) por método de Boyden a los 90 minutos de tratamiento con
Pet, 2) la produccién de citocinas pro-inflamatorias (IL-8 y TNF-a) y anti-inflamatorias (IL-
10) después de 6 y 24 horas por método de ELISA 3) la translocacion del factor nuclear
NF-kB evaluado por inmunofluorescencia indirecta a los 30 minutos de estimulacion con la
toxina, empleando un anticuerpo policlonal anti-conejo dirigido a la proteina p65. Los
resultados mostraron que Pet induce efecto quimioatrayente en macrofagos con actividad
similar al inducido por un estimulo de zymosan opsonizado (25 cél/campo vs 18 cél/campo
tratadas con Pet). El andlisis de la produccion de interleucinas mostro la sintesis
significativa de IL-8 y TNF-a. Asi como la translocacién de p65 en porcentaje mayor del
50% comparado a los macrofagos no tratados. Con respecto a la sintesis de IL-10, esta
solo se observo a tiempos cortos de estimulacién, por lo que estos datos sugieren que Pet
induce la produccién de citocinas pro-inflamatorias (IL-8 y TNF-a) tempranamente, y tiene
efecto quimiotéctico a macrofagos; con la participacion de la activacion de la proteina p65
del factor nuclear NF-kB. Los resultados obtenidos muestran que Pet activa los
mecanismos de la respuesta inmune innata, posiblemente a través de la polarizacién de

respuesta TH1.
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I ntroduccion

2 INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas generales de Escherichia coli.

Escherichia coli es una bacteria comensal de la biota intestinal de diferentes especies
animales incluido el humano, es anaerobio facultativo y presenta movilidad a través, de sus
flagelos peritricos (que rodean su cuerpo). No forma esporas, fermenta glucosa y lactosa,
ademas coadyuva en el proceso de fermentacion oxidativa para la sintesis de vitaminas K
y B (Bentley et al, 1982).

E. coli forma parte de los miembros de la familia Enterobacteriaceae, es quizas el
organismo procarionte mas estudiado por el humano, es un organismo unicelular que
coloniza el tracto gastrointestinal del recién nacido pocas horas después del nacimiento;
sin embargo, establece una relacion de mutualismo con su hospedero por tiempo
indefinido (Kaper et al, 2004).

E. coli es una bacteria con gran plasticidad genética, altamente adaptable y via
transferencia horizontal pueden adquirir “DNA extraiio” que aumentan la capacidad de
adaptacion de la bacteria a nuevos nichos. Sin embargo dicho material también puede
colaborar a la virulencia de la bacteria y causar dafo a través de la sintesis de productos
como: enterotoxinas, adhesinas y factores de invasividad. Por lo contrario, cuando la
bacteria no adquiere elementos genéticos que se relacionen a factores de virulencia, la

bacteria se mantiene como comensal. (Nataro et al, 1998).

E. coli patdgena es responsable de un amplio espectro de enfermedades en el hospedero.
Hay tres sindromes clinicos principales que resultan de la infeccion con las cepas de E. coli
patdgena: la enfermedad entérica/diarreas, la infeccion del tracto genitourinario y la

sepsis/ meningitis (Nataro et al, 1998).
Las diferentes variedades de E. coli que causan enfermedad se han integrado en los

llamados “patotipos” los que son clasificados de acuerdo a sus mecanismos de dafio y

sitio de colonizacion en el hospedero (Kaper et al, 2004; Russo et al, 2000).
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2.2 Grupos patdégenos de Escherichia coli.

Las cepas de E. coli causantes de diarrea se clasifican en seis diferentes tipos de
patégenos (patotipos), cada uno definido por sus mecanismos de virulencia, incluida la
adherencia (tipo de adhesinas), produccion de toxinas y su capacidad de invasividad
(Matthew et al, 2010).

De tal manera que se agrupan como E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
enterotoxigenica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC,
incluyendo a la de Shigella), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli con adherencia
difusa (DAEC). También, esta la propuesta de un grupo mas que tiene la capacidad de
desprender células en cultivo (CDEC); la importancia de esta tltima desde el punto de vista
epidemiolégico no esté definida. Por otro lado, también se encuentra al grupo de las que
producen infeccion extraintestinal como E. coli uropatogenica (UPEC) y la causante de
meningitis neonatal (NMEC). Cada una de las variedades patégenas de E. coli coloniza un
sitio especifico en el hospedero, por lo que de manera consecuente y relacionado con sus
propiedades de virulencia, cada uno de ellos desencadenan un cuadro clinico

caracteristico (Figura 1).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), estd definida como un patdgeno oportunista;
que se ha aislado de cuadros agudos de diarrea persistente en nifios, de viajeros-turistas y
de individuos inmunocomprometidos (Harrington et al, 2006). La caracteristica de EAEC
es la capacidad para adherirse a células epiteliales de la linea HEp-2 en forma de ladrillo
apilado (Hiscks et al, 1996).

El genoma de la bacteria esta integrado por un cromosoma circular de 5, 241,977 bp y de
un plasmido (pAA) de 113,346 bp; en el plasmido se han identificado alrededor de 120
genes que codifican para distintas proteinas, entre ellas, la enterotoxina estable al calor
(EAST-1) (Savarino et al, 1993) y la toxina Pet (Eslava et al, 1998).
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Cerebro: NMMEC

Flujo sanguineo :
LIPEC y MMEC

Intestino gruesa:
EHEC, EIEC y EAEC

- Rifion: UPEC

| Intestino delgado: EPEC,
ETEC, DAEC y EAEC

= Yejiga: UPEC

Figura 1. Sitios de colonizacion de Escherichia coli patdgena.

E. coli patégena puede colonizar varios 6rganos en el hospedero humano, entre ellos estan el cerebro, la
vejiga y el intestino; puede causar infecciones muy graves como la meningitis neonatal (NMEC) infecciones
cronicas de vias urinarias (UPEC) y las mas comunes como las diarreas (ETEC, DAEC y EAEC).

Tomado de: Matthew et al, Nat. Rev. Microbiol, 2010:8;26-37.

En el cromosoma, la bacteria tiene los genes que codifican para Pic (proteina involucrada
en la colonizacion), esta tiene actividad de mucinasa estrechamente relacionada a la
toxina-1 de Shigella (ShET1) (Henderson et al, 1999).

Estudios recientes muestran la presencia en la bacteria de genes que codifican para
hemolisina E (HIyE) con un nuevo sistema de secrecion de tipo VI. En la Tabla 1 se
muestran los principales factores de virulencia identificados en la cepa EAEC 042 y sus
respectivos sistemas de secrecién de proteinas. Cada uno de estos componentes de
virulencia esta involucrado en los diferentes efectos de patogenicidad de la EAEC
(Navarro et al, 2011).
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Tabla 1. Factores de virulencia expresados en la cepa prototipo EAEC 042.

. . Sistema de . . .
Factor de virulencia Gene (s) o Atributos Mecanismo de accién
secrecion
Toxina termoestable de E. coli . Actividad enterotoxica debido a la
. Asta ? Enterotoxina L
enteroagregativa (EAST-1) activacion de cAMP/cGMP
. . I Induccién de efectos citotoxicos
Toxina codificada en el plasmido : : : :
(Pet) Pet Tipo 5 Enterotoxina debido a la degradacién de la a-
el
fodrina
. L Mucinasa con Papel en la colonizacién intestinal del
Proteina involucrada en la colonizacion . _ o . ) . » . »
(Pic) Pic Tipo 5 actividad similar a ratén y la induccién de la hipersecrecion
ic
lectina de moco
) ) ) Actividad enterotoxica debido a la
Enterotoxina Shigella 1 (ShET-1) SetlBA ? Enterotoxina L
activacion de cAMP/cGMP
. . o Actividad hemolitica de los poros de
Hemolisina E (HIyE) hlyE Tipo 1 Citolisina y o . .
formacion y efectos itoliticos/citopaticos
) ) ) Protefna anti- Promocion de la dispersina de EAEC a
Dispersina (Aap) Aap Tipo 1 y 3 ) )
agregacion través de la mucosa intestinal
Factor de adherencia agregativa Il . Adhesién a la mucosa intestinal y la
aafABCD/aggR Chaperona Adhesina . . o
(AAF/II) formacién de mediadores de biofilm

Tomado de: Navarro-Garcia F et al, Gut Microbes, 2010:2(1); 13-24.

2.3 Andlisis de los eventos moleculares asociados a la patogenicidad y virulencia
de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC).

Cada uno de los “patotipos” de E. coli se distingue por su epidemiologia, patogénesis,
variedad antigénica, cuadro clinico y su tratamiento. EAEC es una bacteria que fue descrita
desde 1987, aislada de un nifilo de Chile con un cuadro de diarrea persistente (Nataro
et al, 1995).

En la actualidad, EAEC esté considerada como un patdégeno emergente con un fenotipo de
adherencia agregativa (AA) caracteristico, observado en diferentes lineas de células
epiteliales, (HEp-2 y Hela). Dicho patron de adherencia ha sido asociado con el plasmido
pAA de 55 a 65 MDa el cual lleva distintos genes putativos de virulencia entre ellos, la
produccion de distintas fimbrias y la sintesis de toxinas. (Pereira et al, 2008; Boisen et al,
2008). La patogénesis de la EAEC es compleja porque involucra principalmente, la
colonizacion de la mucosa intestinal, la produccion de una o més citotoxinas (Pet y Pic),
ademés de enterotoxinas, que de estas Ultimas se incluye a la toxina estable al calor
(EAST1) y la enterotoxina-1 de Shigella (ShET1) (Harrington et al, 2006).
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En la primera fase del analisis de la patogénesis de esta bacteria, la adherencia a la
mucosa intestinal es una etapa central en la colonizacion y la produccién de la enfermedad
por EAEC. El patron caracteristico de adherencia en EAEC es un contacto intimo
importante con las células del epitelio que también se ha observada en cultivo con células
epiteliales y en modelos in vivo sobre la mucosa intestinal infectada con EAEC. En
estudios previos, se ha demostrado que varias adhesinas tipo fimbrias de la membrana
interna del patdgeno, estan involucradas en la adherencia a la mucosa intestinal
(Dudley et al, 2006).

EAEC se adhiere a las células (enterocitos) de la mucosa intestinal formando un acumulo
de células bacterianas o también llamada biopelicula (biofilm) compuesto por agregados de
bacterias, adicionados de una capa mucoide y con efectos toxicos sobre la mucosa
intestinal (intestino delgado y grueso). Este efecto de adherencia puede llevar a la diarrea
en el hospedero; aunque el mecanismo de patogenicidad no es del todo claro (Tzipori et
al, 1992).

No obstante, a través de su adherencia agregativa, y de sus fimbrias principalmente la
fimbria de adherencia agregativa (AAF), o también la sintesis de ciertas proteinas de la
membrana interna (OMP) de pesos moleculares (PM) entre 18 y 59 KDa estimulan una
fuerte respuesta inflamatoria, con produccion de IL-8, y la formacion del biofilm sobre la

superficie de las células epiteliales. (Debroy et al, 1995; Steiner et al, 1998).

En el coldn, la infeccién por la EAEC ademas de la intensa respuesta inflamatoria produce
también efectos citotdxicos sobre las micro vellosidades de las criptas y aumento de las
extensiones de las células epiteliales. Uno de los principales estudiados es el AggR, un
factor de virulencia que controla la expresion de factores de adherencia entre ellos el AAF
que producen moco (Figura 2) (Knutton et al, 1992; Suzart et al, 2001).

Sin embargo, otras moléculas son participantes importantes en dicho evento, entre ellas,
la proteina denominada dispersina, la cual tiene un efecto antiagregativo (Sheikh et al,
2002) (Figura 2).
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La dispersina, es una proteina de 10.2 KDa que se ha identificado en el 80% de los
aislados de EAEC (Nishi et al, 2003). Esta proteina es exportada por un casette de ABC/
ATP y la proteina parece regular al complejo de Aat, asi también es responsable de mediar
como su nombre lo indica, la dispersion de EAEC a través de la mucosa intestinal para
permitir una eficiente adherencia y agregacion de la bacteria. Dicha proteina ademéas
neutraliza la carga negativa del LPS y permite que el AAF se active; la dispersina también
es altamente inmunogénica y se ha considerado como posible candidato de vacuna
(Velarde et al, 2007). La expresion de AFF y la dispersina requieren del AggR (activador

transcripcional de la familia de Arac).

Otras proteinas, como la toxina Pet, también pueden intervenir de manera importante en la
interaccién con la mucosa intestinal y su expresion intracelular es acompafiada por la
ruptura de proteinas como es la espectrina (proteina del citoesqueleto) (Villaseca et al,
2000; Monteiro et al, 2009).

EAEC Biofilre
Dispersina

l
a-Fodrina
*
Exfoliacion

= =
Figura 2. Mecanismos moleculares de la toxina Pet en la Escherichia coli enteroagregativa (EAEC). La
toxina codificada en el plasmido (Pet) es una serina proteasa autotransportadora de Enterobacteriaceae
(SPATES) la cual tiene un efecto litico sobre la a- fodrina (también conocida como SPTANL1). El efecto de Pet
en la fodrina conduce a un desorden de la proteina de actina del citoesqueleto e induce una importante
exfoliacion en la célula. Asi mismo, la formacién de la biopelicula (biofilm) favorece la adherencia y estos
eventos llevan a la produccion de citocinas inflamatorias principalmente 1L-8, modulado por la sefializacion de

la proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK).
Tomado de: Matthew et al, Nat Rev Microbiol, 2010:8;26-38.
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En estudios in vitro la estimulacién con la toxina Pet (de forma purificada) ha demostrado la

elongacion, el redondeo de las células y la exfoliacion de sustratos (Figura 2).

Estos efectos son acompafiados por estrés en las fibras de actina; por lo que la toxina Pet
juega un papel muy importante que involucra a uno de los principales miembros de las
proteinas SPATES y que contribuyen a la patogénesis asociada a estas bacterias (Bennett
et al, 1993; Djabali et al, 1999).

2.4 El papel de la toxina Pet (enterotoxina codificada en el plasmido) como
miembro del grupo de las SPATEs (Proteinas autotransportadoras de

serina-proteasa) de Enterobacteriaceae.

La familia de las SPATEs (serina-proteasa-autotransportadora de la familia
enterobactereace) representan a un subgrupo de proteinas autotransportadoras (AT) que
poseen un dominio consenso de serina-proteasa (Herdenson et al, 2004). Estas proteinas
se han identificado en diferentes E. coli patdgenas y contribuyen a la capacidad de
virulencia de la bacteria. Las SPATEs son las proteinas AT mejor caracterizadas y
poseen un rango de funciones biolégicas importantes, incluidas sus propiedades de
citotoxicidad (Brunder et al, 1997; Eslava et al, 1998) y algunas de ellas con actividad de

mucinasa (Guyer et al, 2002; Mellies et al, 2001).

Las proteinas clasificadas como SPATEs constituyen un grupo de proteasas similares a
tripsina y quimiotripsina que también son secretadas por EAEC y otros patégenos como
Shigella ssp, E. coli uropatégena y otras E. coli del grupo diarreogénico (DEC) Citrobacter
y Salmonella. Las SPATEs son exoproteinas que exhiben funciones de virulencia. (Huang
et al, 2004).

Dichas toxinas son traslocadas a través de via de autrotransporte de la membrana externa
en el cual la translocacion requiere un dominio carboxilo terminal estructurado en forma de

beta barril (Figura 3).
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La region amino terminal de la toxina del grupo de las SPATEs en su forma madura,
presenta una estructura tipica de proteasas de serina terminal con PM entre 104 a 110
KDa; con un dominio catalitico; asi mismo una regiéon conservada con motivos en beta-
hélice (la cual se presenta en todas las proteinas autotransportadoras) (Herderson et al,

2004) y se ha propuesto un modelo tridimensional a dicha proteina (Figura 3).

Figura 3. Modelo tridimensional de la proteina Pet de Escherichia coli.
Usando programa de Modeller 9v2 y la estructura previamente descrita de HBp, se propone la estructura

tridimensional de la proteina Pet, se observan los motivos PDDSS y PGXXN entre otros.
Tomado de: Hernandez-Chifias et al, Peptides, 2009:30; 2117-35.

La familia de SPATEs ha sido organizada filogenéticamente dentro de dos clases: Los
miembros de la clase | SPATESs (incluida la toxina de Pet). Estas proteinas, en su mayoria
tienen actividad citotoxica sobre células epiteliales y actividad proteolitica para algunos
sustratos entre ellos la mucina, la pepsina, factor V de la coagulacion y la espectrina de los
eritrocitos (Dutta et al, 2002) (Figura 4).

Ademas de la toxina Pet también en este grupo se incluye a la proteina EspP de EHEC,

EspC de EPEC, la toxina SigA de Shigella flexneri y la proteina Sat de E. coli uropatégena
y DAEC (Figura 4).
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Al respecto del grupo clasificado como clase Il de SPATEs, este es mas diverso; y tiene
efectos liticos importantes sobre la mucina, un ejemplo de este grupo es Pic presente en
EAEC y Shigella que promueve la colonizacion intestinal via un mecanismo todavia no

determinado (Henderson et al, 1999; Harrington et al, 2009).

Sat =
Pet

EspP

Clase-1 _[FssA

SigA
——EspC—

SepA
SPATEs — Clase-2A Aida-B7TA =7

|
citotoxinas

Clase-2 Pic

Clase-2B EaaA

m
i 1]
1]
O
O-glicoproteinas

Tsh UPEC
Tsh APEC

Hbp
L _Boa —

Figura 4. Analisis filogenético de las SPATESs.

En este grupo de proteinas se incluyen a dos subfamilias de la clase 2 de SPATEs, la cual puede
subdividirse ademas en otro subgrupo importante, la (clase 2b), incluidas las oligoglicoproteinas.

Modificado de: Pérez et al, Material suplementario PNAS 2011:108(31); 12881-128.
Cerca del 86% de las cepas de EAEC presentan genes que codifican para una o0 mas
SPATEs (Pet, Pic, Sat, EspP o SigA). Las proteinas EspC y Pet son toxinas secretadas

principalmente por EPEC y EAEC. Ambas toxinas tienen un PM de 110 KDa (y son parte
del grupo de las SPATES).

10

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

I ntroduccion

Asi también, ambas toxinas tienen acciones importantes dentro del citosol de células
epiteliales y son capaces de destruir la arquitectura de la actina del citoquesqueleto de las
células. Este efecto entero-tbéxico y citopatico involucra el rompimiento de la fodrina
(proteina que une a la actina) (Navarro et al, 1999; Villaseca et al, 2000).

No obstante, el rompimiento de la fodrina, por la toxina Pet y la EspC se asocia a sitios

de reconocimiento distintos. EspC y Pet también usan sistemas de secrecién tipo V que
exportan al espacio extracelular a la proteina. (Navarro et al, 2010) (Figura 5).

EAEC

By v ¥ QY Y W
Endocitosis mediada é%?% -gd

por clatrina o&? B >

~—~ B
f-cnnprasma bacteriano

Espacio
extracelular

Periplasma
Fusion con
el endosoma

&

de Golgi

° o0
° o

P Smo de corte para EspC -'-\j
7 PWKS"_ARLMVHTVATFNSIK

Figura 5. Estructura, mecanismos de secrecion, translocacion citoplasmica e interaccion con blancos
a la proteina Pet de EAEC y la EspC en EPEC. La estructura y secrecion de Pet y EspC es través del
sistema de secrecion tipo V (T5SS) (circulo A). Asi también la toxina puede ser endocitada e inducir un
trafico intracelular importante en lineas epiteliales. Por otro lado, EspC puede translocarse a través de la
cooperacion del sistema de secrecién tipo V y el sistema de secrecion tipo Il (circulo B) y ambas toxinas
presentan diferentes sitios de rompimiento de la proteina de fodrina (circulo C).

Tomado de: Navarro-Garcia F et al, Toxins (Basel), 2010:2(5); 1134-47.

Las toxinas Pety la EspC tienen organizacion estructural similar; por andlisis in Silico esta
propuesto que la secuencia lider de Pet esta presente entre los residuos de aminoacido
A52 y A53, y que el sitio de union de la proteina madura es localizado entre los residuos
N1080 y N1009 (Eslava et al, 1998).

11
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El dominio pasajero de la proteina Pet secretada es ademés una proteina de 104 KDa que
es asociada a una Pet naciente de entre 53 y 1018 aminoé&cidos; siendo en el caso de
EspC, la secuencia del péptido lider de una extension del aminoacido 54 a 1030
aminoacidos. Los motivos de serina proteasa de Pet (GDSGS260G) y EspC
(GDSGS256G) son idénticos pero difieren en el sitio activo del residuo de serina dentro
del dominio pasajero (Figura.5). (Stein et al, 1996; Vidal et al, 2008).

La gran contribucion de la proteina y toxina Pet es la induccion del dafio citotoxico y
citopatico en la mucosa intestinal; el cual estd ampliamente demostrado por los modelos in
vitro e in vivo sobre las células epiteliales humanas. Aunque su participacion sobre los
mecanismos de activacion y sefalizacién, del sistema inmune innato del hospedero, no

esta definido.

2.5 Inflamacion y larespuesta inmune innata del hospedero.

Una importante premisa de la respuesta inmune innata es la inflamacion. Esta respuesta
inflamatoria es importante en el dafio a los tejidos vascularizados; ademas esta
considerada como un importante proceso fisiolégico activado por diferentes estimulos
tanto infecciosos como no- infecciosos (Lippolis et al, 2008). La funcion primordial de la
inflamacion es reparar el dafio provocado en el tejido del hospedero o resolver la infeccién
para después retornar a un estado de homeostasis, aln en condiciones nocivas (Nathan
et al, 2002).

Una tipica respuesta inflamatoria consiste de 4 componentes principales: 1) Los
inductores, 2) sensores, 3) mediadores inflamatorios y 4) tejidos blancos (Figura 6). Cada
uno de ellos puede iniciar la activacion en forma mdltiple o bien en combinacion a

diferentes vias de activacion durante la respuesta inflamatoria (Medzhitov et al, 2010).

El tipo de via inflamatoria es dependiente de la sefial de alerta; por ejemplo diferentes
patégenos son censados por grupos de receptores de la inmunidad innata tipo (PRRs), tal
es el caso de los TLRs (Toll-like receptors). Dichos receptores son expresados en
diferentes células incluyendo a macrofagos residentes; estas moléculas pueden modular la

respuesta de varios mediadores inflamatorios entre ellos, la produccion de citocinas
12
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inflamatorias por ejemplo TNF-a, IL-1 e IL-6, quimiocinas (CCL2 y CXCL8), asi como
prostaglandinas. Posteriormente los mediadores inflamatorios tienen su accién sobre
tejidos blanco y pueden inducir efectos directos como la vasodilatacién, y la extravasacion
de células inflamatorias (neutréfilos) (Medzhitov et al, 2010).

Via de Respuesta Inflamatoria

Inductores _ SENSOres Mehadares

TLR TLR
:ﬁ THF, IL-1, IL-6
= CCL2, CHCLS

Mastocitos Células dendriticas

[

Infeccian

— T TLR — Histamina —
\\ Bradicinina
| ’)f Eicosanoides
Darfios en tejida \\-_ :
Macrofagos

Figura 6. Componentes de la respuesta inflamatoria. La via de la respuesta inflamatoria es un evento
inducible que requiere de iniciadores o sefiales de alerta modulados por receptores (por ejemplo, TLRS).
Los sensores a su vez inducen mediadores de la inflamacién que presentan diferentes blancos en el
hospedero y son parte esencial del sistema inmune innato.

Tomado de: Ruslan Medzhitov et al, Cell, 2010:140; 771-76.

En dicho proceso el balance de la respuesta pro y anti-inflamatoria constituye una parte
esencial en el control de sefiales de encendido y apagado de la inflamacion y esta
demostrado que la excesiva respuesta inflamatoria, observada en ciertas enfermedades y
desordenes inflamatorios como el choque séptico, arterioesclerosis, y la enfermedad
inflamatoria del intestino, es la principal causa de dafio al hospedero (Segal et al, 2000).

El control de la inflamacién por el sistema inmune innato, es una respuesta calculada que
no deberad tener disonancias para considerarse efectiva en la destrucciéon de los

microorganismos patogenos (Barton et al, 2008).

Los fagocitos profesionales polimorfonucleares (neutréfilos) y el sistema monocito-
macrofago son células de la inmunidad innata que participan activamente en la respuesta
inflamatoria, ademas de las citocinas pro-inflamatorias como son (TNF-a, IL-12 e IL-8) y
otros mediadores lipidicos entre ellos, prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos
(Nathan et al, 2006).

13
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La mayoria de estos mediadores inducen cambios en las células endoteliales que
promueven la conversion de tejido infectado a tejido inflamado. Las citocinas como TNF-a
e IL-1 causan una serie de cambios que en forma colectiva con llevan al aumento de
migracion (quimiotaxis) de los fagocitos profesionales, al sitito de infeccion (Nathan et al,
2000).

Los inductores en la via de respuesta inflamatoria son detectados por los sensores, tal es
el caso de los receptores tipo toll (Toll-like receptor, TLRs). Estas moléculas, censoras
como ya fue mencionado son expresados en diferentes células especializadas entre ellas

células dendriticas, macréfagos y mastocitos (Medzhitov R et al, 2010).

Las células fagociticas al migrar y llegar al sitio de infeccion; disponen de varios
mecanismos efectores entre ellos su sistema de proteasas, capaces de degradar el
material fagocitado, acompafiado a la produccién del estallido respiratorio (intermediarios
de oxigeno, ROS), la produccion de intermediarios de nitrégeno- Oxido nitrico (RNS), la
formacion de redes atrapadoras de patégenos (formacion de NETS), particularmente en
fagocitos polimorfonucleares  (neutréfilos) asi como la secrecion de péptidos
antimicrobianos (AMP) (Medzhitov et al, 2010; Medzhitov et al, 2008).

Los macrdfagos por otro lado, contribuyen a depurar a los neutrofilos en proceso de
apoptosis e iniciar los mecanismos de reparacion de la inflamacién. La liberacion de todos
estos mediadores inflamatorios pueden controlar a las infecciones bacterianas; sin
embargo en ocasiones los mismos mediadores de la respuesta inflamatoria estén
involucrados en el dafio al hospedero y son responsables de la destruccidn de tejido y mas
que ayudar a limitar la entrada del microorganismo patdgeno favorecen su invasion en el
hospedero (Netea et al, 2003; Tahar et al, 2009).

El control de la inflamacion por el sistema inmune innato, esta modulado también por la
sintesis de moléculas con efectos anti-inflamatorios entre ellas, citocinas anti-inflamatorias
(IL-4 e IL-10) y algunas familias de mediadores lipidicos como lipoxinas, protectinas y
resolvinas (Serhan et al, 2005). Estas moléculas enddgenas limitan a la inflamacion a
través de prevenir el influjo de neutréfilos y la disminucion de las moléculas inflamatorias
(Serhan et al, 2007; Nathan et al, 2002).
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Asi mismo, el control de la respuesta inmune innata es modulado por un sistema

restringido de moléculas de reconocimiento de los distintos microorganismos patégenos.

Parte de estos sistemas, se expresan como receptores presentes en la superficie de las
células inmunes; y estan considerados como “prototipos” al reconocimiento de patégenos
(receptores con patrones de reconocimiento, PRRs). (Parker et al, 2007; Kumar et al,
2009; Akira et al, 2009).

Las moléculas del grupo de PRRs tienen la caracteristica de reconocer variantes
estructurales de las moléculas de patégenos denominadas “Patrones moleculares
asociados a los patégenos” (PAMPs) (Parker et al, 2007; Kumar et al, 2009; Akira et
al, 2009).

La activacion por la via de interaccion PAMPs-PRRs, da especificidad a la respuesta
inmune del hospedero y provoca un estado de alerta en las células, principalmente en los
monocitos y macréfagos. La activacion en estas células, también induce la secrecioén de
citocinas pro- y anti-inflamatorias (principalmente IL-10) entre otros mecanismos efectores

(produccioén de intermediarios de oxigeno y 0xido nitrico). (Bianchi et al, 2007).

Parte de estos mecanismos efectores de la inmunidad innata son producidos por las
sefiales de factores de la transcripcion, como es el factor nuclear NF-kB. Estas moléculas
ademas participan en la sefalizacion para la sintesis de citocinas y moléculas
coestimulatorias (CD80 y CD86), moléculas muy importantes durante la conexion entre la

respuesta inmune innata y la respuesta inmune adquirida (Montero et al, 2008).

La familia de los receptores tipo Toll (toll-like receptors, TLRs), integran a los principales
grupos de moléculas tipo PRRs (y también denominados sensores de la respuesta
inflamatoria). Dichas moléculas estan caracterizadas como proteinas transmembranales
tipo I, con un dominio extracelular rico en secuencias de leucina y un dominio conservado
citoplasmatico. Estos receptores tienen homologia a la region intra-citoplasmatica del

receptor IL-1 y del receptor de la IL-18, el denominado dominio TIR (receptor de IL-1/Toll).
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Los TLRs son expresados por células mielomonociticas, células endoteliales, células
epiteliales y por varios sistemas de organos. La mayoria de los TLRs son moléculas
constitutivas con capacidad para ser modulados en respuesta a diferentes estimulos
(Parker et al, 2007).

La via PAMPs-PRRs por neutréfilos y macréfagos es muy significativa, en la generacion de
productos dependientes de oxigeno (estallido respiratorio) y de la sintesis de citocinas
(pro- y anti-inflamatorias); asi como en la sintesis de especies reactivas de nitrégeno (6xido

nitrico).

Estas moléculas efectoras facilitan el control de las infecciones bacterianas, acompafiado
por un infiltrado importante de leucocitos polimorfonucleares y macréfagos activados, que
puede ocasionar la ruptura del epitelio y facilitar la invasiéon de los tejidos por
microorganismos (Barton et al, 2008, Sansonetti et al, 2004), siendo la inmunoregulacion

de la respuesta muy importante para la homeostasis del hospedero.

El control de las respuestas pro- y antiinflamatorias involucra fuertemente a las células de
inmunidad innata y a citocinas. Las citocinas antiinflamatorias son muy importantes al
control asociado al exceso de reactividad inflamatoria, que puede provocar una
autodestruccioén en el hospedero, por el exceso de mediadores de la respuesta inflamatoria
(Sansonetti et al, 2004).

2.6 Inflamacion inducida por Escherichia coli, sus PAMPs y la sefializacion por

activacion del receptor de TLR4 y TLR5.

En el caso de la respuesta inflamatoria a la infeccion por EAEC, esta es dependiente de la
activacion del sistema inmune innato y de la cepa de EAEC. En estudios epidemiolégicos,
a la infeccion por EAEC se ha demostrado la sintesis de altos niveles en lactoferrina y

quimiocinas (principalmente de IL-8) en las heces de los hospederos infectados.
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Asi mismo, también otros marcadores inflamatorios incluyen al receptor antagonista de
interleucina 1 (IL-1-Ira), la IL-1B, y la sintesis de IL-8, interferon gamma (IFN-y), leucocitos

totales y sangre oculta (Jiang et al, 2002; Huang et al, 2004).

Trabajos por Steiner y colaboradores demuestran a la cepa prototipo de EAEC O42 como
inductora de citocinas pro-inflamatorias entre ellas, la sintesis de IL-8 en células no
polarizadas de la linea epitelial CaCo-2 siendo el modulador de dicho efecto pro-

inflamatorio el plasmido (pAA) (Steiner et al, 1998).

En otras investigaciones, la enfermedad sintomatica por infeccion de EAEC produce la
sintesis de IL-8 en heces con valores mayores de 100pg/ml; asi como en estudios in vitro
de células intestinales T84 polarizadas; en donde ademas se menciona tanto al activador
AggR y el AAF como necesarios a la induccion de dicha respuesta inflamatoria
(Harrington et al 2005).

La produccion de la quimiocina (IL-8) es responsable del reclutamiento de neutréfilos en la
mucosa epitelial y facilita la secrecion de fluido intestinal. Ademas, esta demostrado que la
bacteria de E. coli de la cepa prototipo puede producir una desregulacion positiva en
ciertos grupo de genes como la IL-6, TNF-a, GRO (factor de crecimiento), moléculas de
adhesion intercelular como ICAM vy factor estimulador de colonias (GM-CSF). Estas
respuestas celulares son primariamente mediadas por la flagelina (Flic C) una proteina de
superficie de EAEC (Harrington et al, 2005).

A lo largo del tiempo, varios reportes han demostrado dos principales moléculas tipo
PAMPs en las células bacterianas de Escherichia coli: su lipopolisacarido (LPS) y la
proteina del flagelo (flagelina Flic C). EIl papel inflamatorio del lipopolisacarido ha sido
extensamente estudiado en los modelos de sepsis. La molécula de LPS es una molécula
anfiptica anclada a la membrana interna, acompafiada de un lipido A, en donde la
acilacion de esta molécula ha demostrado ser responsable de su actividad toxica e

inmunoestimulante.
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La molécula de LPS es reconocida a través de los PRRs, entre ellos el receptor de TLR4
(toll-like receptor 4). Sin embargo, las diferentes bacterias producen distintos
lipopolisacaridos, con variacion en su estructura, la cual es caracterizada por la
organizacion de sus fosfatos, el numero de cadenas aciladas y la composicion de acidos

grasos (Hajjar et al, 2002).

Estas variaciones son el reflejo de la actividad bioldgica de su lipido A. Los TLRs (toll-like
receptors), son capaces de distinguir estas modificaciones estructurales en las diferentes
especies de bacteria y un ejemplo que se puede citar es la molécula de LPS que presentan
las cepas de Pseudomona auroginosa aisladas del pulmén de pacientes con fibrosis

quistica y el de cepas ambientales.

El LPS de las cepas de origen clinico es hexa-acilado y activa fuertemente al TLR4
humano, mientras que el de las bacterias ambientales penta-acilado no activa a TLR4
(Hajjar et al, 2002).

Otro ejemplo, son los LPSs de Helicobacter pilori, Legionella pneumophila y Yersinia
pestis, que activan escasamente a la molécula de TLR4, mostrando un efecto diferencial
debido a modificaciones estructurales de los LPS; el cual pudiera estar relacionado con el

potencial de los microorganismos para causar enfermedad (Mandell et al, 2004).

Otro miembro de la familia de los TLRs, es el receptor TLR2 humano que reconoce una
variedad de componentes microbianos de bacterias Gram positivas como: lipoproteinas,
lipopéptidos, peptidoglicanos y &cidos lipoteicoicos (LTA) (Miller et al, 2005; Smith et al,
2003).

Por otro lado, también las respuestas inflamatorias a la bacteria son mediadas por la
flagelina de la EAEC (Flic C). La flagelina (molécula tipo PAMPS) causa la liberacion de

IL-8 en ciertas lineas celulares a través del reconocimiento de la molécula de TLR5.

Posteriormente otros reportes han sefialado que una mutacién en el gen que codifica a la
flagelina (Flic C) limita la produccion de la IL-8 implicando a la flagelina como el principal
estimulo pro-inflamatorio (Steiner et al, 2000).
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La sefializacion por TLR5 induce la activacion de la via de las MAP cinasas (p38) y la
activacion del factor nuclear NF-kB que favorece la sintesis y/o la produccion de
respuestas inflamatorias tanto en células epiteliales como en monocitos (Khan et al,
2004).

MAPK es un miembro de la familia de cinasas relacionadas con el stress que influyen en
un amplio espectro de funciones celulares, incluyendo la respuesta inflamatoria a

productos microbianos (Khan et al, 2004) (Figura 7).

En estudios de mutagénesis dirigida a la proteina de flagelina de EAEC se han identificado
dos dominios conservados (D1) que son requeridos para la sefializacion via la activacion
por el receptor de TLR5 (Donnelly et al, 2002). Ademés las asociaciones del genotipo de
la bacteria y el polimorfismo influyen a la sintesis de esta citocina pro-inflamatoria (Jiang
et al, 2003).

En otros reportes la susceptibilidad a la toxina de Clostridium difficile es asociada a un
polimorfismo de un solo nucledtido del gen de IL-8 y también al aumento de la

concentracion de IL-8 en las heces con sangre (Jiang et al, 2006).

Los eventos de la respuesta a la infeccion por la EAEC se resumen en la Figura 7. Esta

respuesta inflamatoria se ha analizado en tres principales fases:

1) La abundante adherencia que presenta la bacteria a la mucosa y que puede modularse
por la presencia de varias adhesinas.

2) La elaboracion de moléculas con acciones citotoxicas y de efecto citopatico.

3) La induccion de la respuesta inflamatoria en la mucosa intestinal, la cual puede
contribuir de forma importante al dafio de la mucosa; bajo las condiciones de desordenes
inflamatorios del intestino como es la enfermedad de Chron y la colitis ulcerativa (Navarro
et al, 2010).
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Virulence Factors
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Figura 7. Las vias principales de patogénesis de EAEC

1) La abundante adherencia a la mucosa intestinal, modulada por el AAF con hipersecrecién de moco 2) la
elaboracion de enterotoxinas y citotoxinas, entre ellas la toxina Pet que puede ser internalizada en las células
epiteliales por endocitosis mediada por clatrina, y tréfico importante a través de endosomas tempranos,
complejo de Golgi y reticulo endoplasmico; Pet en el citosol correlaciona con el rompimiento de fodrina y 3) la
induccion de inflamacion involucra a varios factores de virulencia de la bacteria entre ellos la flagelina que
sefializa por el receptor de TLR5, en asociacién rio abajo por activacion de la MAP cinasa y la translocacion
del factor nuclear NF-kB que con lleva a la sintesis de citocinas pro-inflamatorias.

Tomado de: Navarro-Garcia F, Gut Microbes, 2011:2(1); 13-24.
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3 ANTECEDENTES

Recientemente diferentes evidencias han demostrado que la adherencia de las bacterias
de manera especifica e intima a la mucosa intestinal representa el primer evento que
puede desarrollar un papel muy importante en la activacion de la respuesta inflamatoria del
intestino. En un estudio realizado por Rohdes et al, (2007) se observd un incremento de
E. coli, en cultivos de biopsias de colén de pacientes con enfermedad de Crohn; dicho
padecimiento se considera de origen autoinmune; y también se ha relacionado a
mediadores inflamatorios del hospedero que contribuyen al dafio del tracto gastrointestinal
(Barnich N, et al 2007).

En dicha enfermedad se ha identificado un desbalance en la respuesta pro-inflamatoria
(niveles elevados de citocinas TH1) y se ha propuesto que las bacterias de E. coli
contribuyen a la inflamacién de estos padecimientos a través de la adherencia inicial de la
bacteria a las células epiteliales, la activacion de NF-kB y la sintesis de IL-8 (potente
quimiocina de neutrofilos) (Rhodes et al, 2007, Nouguchi M et al 1998).

En otros trabajos, se demuestra que E. coli aislada de pacientes con colitis ulcerativa
pertenece a los grupos filogenéticos B2 y D (patdégenos extraintestinales) y que estas
bacterias son portadoras de proteinas del grupo de SPATEs sugiriendo su participacion
como la causa de la inflamacion; y posible actividad reguladora en mecanismos inmunes
del hospedero. (Kotlowski et al, 2007)

El proceso de la respuesta inmune innata es iniciado por la estimulacién de diferentes
receptores PRRs (B Beutler 2003). Dicho proceso es regulado por sefiales que favorecen
la migracion y activacion de diferentes células. Los macrofagos son células fagociticas
especializadas que intervienen en los procesos inflamatorios para realizar tres funciones

principales: fagocitosis, presentacion antigénica e inmunomodulacion.

En los procesos anteriores, participan también la sintesis de citocinas, grupo de
glicoproteinas que tienen la capacidad de mediar la inmunidad natural y activar procesos
efectores que dependen también de las vias de sefializacion (MAPKS) reguladas por
SOCS, JAKs- STAT y el factor transcripcional NF-«B.
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Estos dltimos involucrados en el control de diversos procesos como la inmunidad,

inflamacion y la apoptosis (Blach Olseewska Z et al, 2005).

En estudios previos, se analizaron cortes histol6gicos de intestino de rata inoculados con
fracciones purificadas de Pet en modelo de asa-ligada y se observo un infiltrado importante
de células fagociticas, asi como el aplanamiento de las vellosidades intestinales (Eslava
et al, 1993). Estas observaciones sugieren que Pet puede estar participando en el
reclutamiento de células inflamatorias principalmente neutréfilos y el sistema monocito-
macrofago. Por otro lado, en un estudio reciente, en el que empleando el método de Phage
Display se identificaron secuencias de péptidos inmunodominantes en las toxinas Pet y
Pic de Escherichia coli. Y cuyos anticuerpos producidos en raton (mimotopos PGXILN y
CxPDDDSSxC) inhiben la actividad biolégica de la toxina Pet (H. Chifias et al, 2009).

Asi mismo en un estudio reciente se demostr6 que Pet, induce la expresion de RNAm de
citocinas pro-inflamatorioas como IL-1, TNF-a, MIF y el receptor antagonista de IL-1
(IL1Ra) en macrofagos murinos de la linea celular J774.A1 (Benitez-Guzman et al, 2011).

En este estudio también, se demostr6 que la via IKKaB/NF-kB esta involucrada como
principal mediador de estas respuestas y se sugiere a la toxina Pet como un factor
inductor de inflamacién crénica. Los datos anteriores apoyan el papel relevante que
pudiera desarrollar la interaccién de la proteina Pet y las células del sistema inmune innato

en el control de la inflamacién por el patégeno de Escherichia coli.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La respuesta inflamatoria, es un evento fisiolégico del hospedero que se produce en
respuesta a la estimulaciéon de las células inflamatorias al iniciarse por varios tipos de
estimulos, como la presencia de microorganismos infecciosos. El proceso inflamatorio
forma parte de los mecanismos de homeostasis de la respuesta inmune innata del
hospedero. La regulacion de dicho proceso es modulado por el perfil de citocinas pro-
inflamatorias (IL-8, y TNF-a) y las anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) (contra-regulacion)
(Shi-Tahar et al, 2009).

El balance de citocinas pro- y anti-inflamatorias en padecimientos inflamatorios
gastrointestinales, como la enfermedad inflamatoria intestinal crénica (Crohn) y la colitis
ulcerativa, juegan un papel importante causando dafos al epitelio intestinal, debido al
acumulo de células inflamatorias, fagocitos polimorfonucleares y monocito-macrofago. Las
células fagociticas al activarse por las citocinas ejercen acciones anti-microbicidas, como la
secrecion de productos oxidativos (anién superéxido [0™], fon hipoclorito [OCI] y peréxido
de hidrogeno [H,O;]), que causan dafios severos en el epitelio gastrointestinal
(Nathan et al., 2002; Rock et al., 2008).

Por otra parte, varios estudios reportan una mayor concentracion de E. coli en los
pacientes con desordenes inflamatorios como la enfermedad de Crohn y donde también se
han aislado E. coli productoras de SPATEs. Sin embargo, no esta definido cual es la
participacion de estas proteinas durante el proceso inflamatorio y su contribucién sobre el

sistema inmune innato.
En consecuencia evaluar los posibles componentes de la bacteria; como es la toxina Pet,
con las células del sistema inmune innato, permitira entender mejor la participacion de

estas moléculas en la regulacion y el dafio intestinal observado durante la infeccion por

EAEC y otras cepas productoras de SPATEs.
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5 JUSTIFICACION

Diferentes estudios han demostrado que la toxina Pet de EAEC purificada induce una serie
de eventos que conducen al dafio de las células epiteliales. Utilizando sistemas in vitro se
demostré que la toxina es endocitada e internalizada (Sanchez Betancourt et al, 2009), y
posteriormente al llegar a su blanco la fodrina, se completa el dafio celular. Sin embargo,
su actividad no se ha analizado directamente sobre células inmunes. Trabajos de
investigacién basados en estudios in vitro con macréfagos humanos pueden apoyar a
entender los mecanismos celulares y moleculares que son activados por la toxina Pet. Por
lo anterior, es que en el presente trabajo nos proponemos analizar el papel de esta
proteina sobre la funcion de los macrofagos, para obtener informacion que aporte

evidencias de la funcion estimulante y reguladora de la respuesta inmune.
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6 HIPOTESIS

La toxina Pet activa a las células fagociticas monocito-macrofago en dosis dependiente y
tiene un efecto biol6gico sobre la migracion dirigida de estas células (quimiotaxis) y la
secrecion de citocinas pro y anti-inflamatorias, relacionadas con la activacion del factor

nuclear NF-kB.
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7 OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Evaluar mediante ensayos in vitro, si Pet de Escherichia coli enteroagregativa activa a las
células fagociticas monocito-macrofago de origen humano, con el propoésito de conocer su
funcion bioldgica en el hospedero y asi contar con un sustento cientifico del papel de Pet
en las inflamaciones intestinales de tipo cronico relacionados con la colonizacion por

E. coli.

7.2 Objetivos especificos

7.2.1. Evaluar la quimiotaxis de macréfagos en presencia de la toxina Pet de

Escherichia coli enteroagregativa.
7.2.2. Determinar la produccién de citocinas pro-inflamatorias (IL-8 y TNF-a) y
anti-inflamatorias como la (IL-10), por estimulacion de la toxina Pet en los

macrofagos.

7.2.3. Estudiar la translocacion del factor nuclear NF-kB en macréfagos humanos

estimulados in vitro con toxina Pet.
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8 MATERIAL Y METODOS

8.1 Reactivos

Los reactivos empleados en la preparacion de medios de cultivo de la bacteria Escherichia
coli fueron adquiridos de GIBCO (Grand Island, N.Y.) y los reactivos para el ensayo de

quimiotaxis, zymosan y BSA se adquirieron de la compafia Sigma-Aldrich Corp.

8.1.1 Material Biolégico

Cultivo de bacteria de Escherichia coli HB101 (pCEFN1), clona O42 para la obtencién de la
toxina Pet.

Obtencion de concentrados leucocitarios (Buffy coat) de donadores sanos del
Departamento de Medicina Transfucional del Hospital Infantil de México.

Separacion de células mononucleares y cultivo de macréfagos derivados de monocitos de

sangre periférica (MDM).
8.1.2 Medios de cultivo Celular

En el cultivo de células MN y macréfagos derivados de monocito de sangre periférica, se
utilizé medio RPMI-1640 (GIBCO), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
(GIBCO).

8.2 Métodos

8.2.1 Condiciones de crecimiento de la cepa de Escherichia coli HB101 (pCEFNL1).

Se utilizo la cepa HB101 (pCEFN1), la cual fue donada por el Dr. Carlos Eslava y el
Dr. Ulises Chifias (Departamento de Salud Publica). La cepa se conservo en agar luria con

15 % de glicerol, 100 pg/ml de ampicilina a -20 °C.
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8.2.2 Extraccion de la toxina Pet de Escherichia coli HB101 (p CEFN1).

Se prepararon tubos con 5 ml de caldo luria (CL) los cuales se inocularon con la clona
HB101 (pCEFNL1), se incubaron por 4 h a 37°C en agitacién constante (200 rpm) y se

procedié como se muestra en la (Figura 8).

De estos cultivos se tom6 1 ml para inocular 1 L de CL, se incubé durante 18 h a 37°C con
agitacion constante (200 rpm), posteriormente el cultivo se centrifugd a 10 000 g durante
30 min a 4°C.

El sobrenadante del cultivo se precipito son sulfato de amonio, con una saturacioén de 60 %
(361 g de sal/L), dejandolo en reposo incubando a 4°C toda la noche. Las proteinas

precipitadas se obtuvieron por centrifugacion a 10 000 g, 30 min a 4°C.

El precipitado obtenido (el botén) se resuspendio en buffer de fosfatos de sodio 0.07M
pH= 8.2, para eliminar la sal se dializ6 durante dos dias con el mismo buffer, realizando
recambios del mismo buffer aproximadamente cada 12 h y un dia més con 0.05M Tris-HCI
en 0.01M de EDTA pH=8.0, se utilizaron bolsas de dialisis con poro de 12-14 000 Da

(Fig 8).

Al precipitado proteico se le realiz6 una serie de cromatografias; primero con una resina de
intercambio anionico con Q-sepharose (Pharmacia USA), en una columna de 1.5 cm de
diametro por 57 cm de largo, la velocidad de flujo se ajust6 a 20 ml/h para obtener
fracciones de 5 ml. Como amortiguador se utiliz6 0.05M Tris-HCI en 0.01M de EDTA
pH=8.0, las proteinas retenidas en la columna fueron eluidas aumentando la fuerza i6nica

del sistema con 0.5M de NaCl.

El siguiente paso fue realizar una cromatografia de intercambio catidnico empleando FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatography) con una columna Mono S HR 5/5 (Pharmacia USA).
La columna se equilibré6 con 0.05M Tris-HCI en 0.01M de EDTA pH=6.8, seguido de un
gradiente salino utilizando 1M de NaCl, el flujo fue de 0.5 ml/min colectando fracciones de
1 ml. El perfil de elucion se analizO a una longitud de onda de 280 nm en el

espectrofotometro GeneQuant pro.
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Figura 8. Proceso de extraccién de la toxina Pet de Escherichia coli clona HB101 (p CEFNL1).
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8.2.3 Cuantificacion de Endotoxina (ensayo de Limulus).

Para determinar la presencia de endotoxina (LPS), en la toxina Pet purificada, se realiz6 la
prueba de ensayo de lisado de amebocitos Limulus poliphemus (LAL) (CAMBREX). El
ensayo se realiz6 por duplicado, en tubos libres de pir6genos corriendo los controles:
control positivo (100 pl de endotoxina (LPS), 100 pl de linfa de amebocitos), control
negativo (100 pl de agua libre de pir6genos, 100 pl de linfa de amebocitos) y muestras
(100 pl de muestra, 100 pl de linfa de amebocitos (Tabla 2). Todos los tubos se incubaron
1 hr a 37 °C y se realiz6 la lectura de los resultados; la presencia de endotoxina es
determinada por la formacién de un gel o coagulo insoluble y se evidencia un tubo positivo
cuando el gel permanece intacto después de que se invierte cuidadosamente en un angulo

de 180 °, cualquier otra condicion es interpretada como negativa.

Tabla 2. Ensayo de Limulus poliphemus.

Tubo Agua Inyectable Linfa de amebocitos Endotoxina LPS Toxina Pet

Control - 100 pl 100 pl
Control + 100 pl 100 pl
Muestra 100 pl 100 pl

8.2.4 Determinacion de Proteinas por método de Bradford.

La cuantificacion de la concentracion de la toxina Pet, se determino por el método de
Bradford, para lo cual se elabor6 una curva patron de albdmina sérica bovina (BSA)
(Sigma-Aldrich Corp), con un intervalo de concentracién que va de 0.2 mg/ml a 0.9 mg/ml
(Tabla 3). Se adicionaron 20 pl del estandar asi como de la muestra (por duplicado),
posteriormente se adicionaron 980 pl de reactivo (Protein Assay Bio-rad cat. 500-0006)
diluido 1:4 con H;O inyectable (Pisa) en tubos eppendorf, se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 min. La lectura de absorbancia se realiz6 a una longitud de onda de
575 nm contra un blanco de H,O inyectable en el espectrofotémetro GeneQuant pro.
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La determinacion de la concentracion de proteinas se realizé por la interpolacion en la
curva patron (mg/ml de proteina vs absorbancia). En ciertos experimentos esta
concentracion se corroboro con la medicion de la concentracion de proteinas realizada en
el equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer a una longitud de onda de 280 nm y con la

ventaja de utilizar 2 pl de la muestra por duplicado.

Tabla 3. Método de Bradford.

Tubo Stock BSA 10 mg/ml Agua Inyectable Concentracién

Blanco 0 pl oo -
1 20 ul 980 ul 0.2 mg/ml
2 40 960 ul 0.4 mg/ml
3 60 pl 940 ul 0.6 mg/ml
4 80 pl 920 pl 0.8 mg/ml
5 90 pl 910 pl 0.9 mg/ml

8.2.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), tincion de coomassie,
tincibn de plata y reconocimiento Ag-Ac por Inmunoelectrotransferencia

(Western-Blot) revelado por BCIP/NBT y quimioluminiscencia.

La pureza de la proteina, se analizd por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8%
bajo condiciones desnaturalizantes, con 0.1% (w/v) de duodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), en presencia de B-mercaptoetanol. Las caracteristicas del gel de trabajo
fueron: 7 cm x 8 cm con un espesor de 1.0 mm (Mini-PROTEAN Tetra Cell. BioRad). Las
proteinas se separaron empleando un voltaje constante de 100 V para el gel concentrador

y 150 V para el gel resolutor(PowerPac Basic Power Supply. BioRad).

Los geles se tifieron con azul de Coomasie R-250 (Sigma-Aldrich Corp) vy el
desplazamiento de las proteinas se compar6 con los desplazamientos que se obtuvieron

con un marcador de proteinas (Fermentas. Bio-Rad. Cat.SM1811).
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Se realiz6 también la tincién de plata, fijando las moléculas presentes en el gel con
solucion fijadora (ver Apéndice) durante 30 minutos, se lavo dos veces el gel con agua
destilada y se volvié a lavar el gel durante 15 minutos, 3 veces con la solucion de lavado y
de nuevo con agua destilada. Se adiciono la solucion de oxidacién (ver Apéndice) durante
1 minuto, y se lavo el gel con agua destilada durante 20 segundos 3 veces, se agrego la
solucion de impregnacion(ver Apéndice) por 15 minutos, de nuevo se lavo el gel 2 veces
durante 20 segundos y se cubrid el gel con solucion reveladora (ver Apéndice), se dejo en
reposo hasta comenzar a observar el perfil de corrimiento, se lavo el gel con agua

destilada durante 1 minuto 2 veces y se le adiciono solucién de paro (ver Apéndice).

Las proteinas separadas por SDS-PAGE que se obtuvieron, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa en camara humeda (Mini Trans-Blot Cell. BioRad). La
transferencia se realiz6 utilizando amortiguador Tris (0.25% w/v), glicina (1.2% wiv) y
metanol (16.6 % v/v) a un amperaje constante de 200 mA (PowerPac Basic Power Supply.
BioRad) durante 90 min. La eficiencia de la transferencia, se realiz6 con una tincion
reversible utilizando rojo de Ponceau (0.01%) (Micro CT. Cat.1008). Una vez corroborada
la presencia de las proteinas, la membrana se destifio con PBS-Tween. Los espacios libres
se bloquearon con leche descremada (Svelty) al 5 % en PBS, durante 1 hr minimo,
manteniendo la membrana a 4°C.

Para identificar la proteina se emplearon anticuerpos producidos en conejo, las
membranas se lavaron tres veces durante 5 minutos con PBS-Tween entre cada lavado
y se le adiciono el anticuerpo primario (anti-Pet) a una dilucion de 1:500. Se detecto el
anticuerpo primario con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con

fosfatasa alcalina (Zymed USA) a una dilucion 1:5000 en PBS.

La reaccion se hizo evidente agregando BCIP/NBT (Sigma-Aldrich Corp) y se detuvo con
agua corriente. También se realizo un revelado por quimioluminiscencia en la cual se le
adiciono el anticuerpo primario (anti-Pet) a una dilucion 1:1000 y posteriormente se
adiciono el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa
(INVITROGEN) a una dilucibn 1:10 000. La reaccion se hizo evidente agregando una
mezcla 1:1 de los reactivos del kit de Chemiluminescent HRP Substrate Millipore y las
imagenes se obtuvieron con un fotodocumentador DNR (Bioimaging Systems, MF

ChemisBI1S2.0 con programa predeterminado, Gel Capture).
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8.2.6 Obtencién y procesamiento de células mononucleares derivadas de sangre
periférica.

Las células se obtuvieron de acuerdo al método de BOyum, que consiste en utilizar un
gradiente de concentracion (Lymphoprep). Las bolsas de concentrado celular (Buffy coat)
se homogenizaron Yy diluyeron 1:2 con SSI, (25 ml de sangre + 25 ml de SSI estéril) en un

tubo de 50 ml de fondo conico (libre de pir6genos) y esteéril.

Por otro lado se prepararon dos tubos de 50 ml con 10 ml de gradiente comercial,
(Lymphoprep, Nycomed, densidad = 1.077+0.001g/ml), se coloco sobre el gradiente con
una pipeta seroldgica estéril, 25 ml de sangre diluida lentamente (resbalando la sangre por
las paredes para evitar la ruptura del mismo) (Fig 9).

Se centrifugaron a 2500 rpm durante 40 minutos a 25°C sin arranque y freno de la
centrifuga (minimas 0 y1) (Centrifuga universal 32R. Hettich Zentrifugen).

La interface de células mononucleares se transfirié con pipeta pasteur estéril a un tubo de
15 ml, se lavo tres ocasiones con 15 ml de SSI 10 minutos/1500 rpm para eliminar el

mayor nimero de plaquetas presentes.

Sangre Plasma

Cél. Mononucleares

» Gradiente Ficoll-Hypaque Gradiente Ficoll-Hypaque

Figura 9. Obtencion de células mononucleares.
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8.2.7 Determinacion de viabilidad por el método de exclusion de azul de tripano y

cuantificacién de células en hematocitometro (cAmara de neubauer).

Para medir la viabilidad celular se empleo la prueba de exclusion de la tincién de azul de
Tripano. El objetivo de esta técnica es determinar el nidmero de células viables en la

suspension celular de estudio.

Por lo tanto el paquete obtenido en el ultimo lavado se resuspendi6é en 6 ml de SSI; en un
tubo eppendorf estéril, realizando una dilucion 1:10 de la suspension celular, es decir 10 pl
de células mas 90 pl de Azul de tripano 0.4% (INVITROGEN), para determinar la viabilidad
de las células MN y el namero total de células por ml, en la camara de Neubauer.
Enseguida, se observaron las células en el microscopio Optico (NOVA) utilizando el
objetivo de 10x para la localizaciéon de los cuadrantes, después se cambio al objetivo de
40x y se procedi6 a realizar la determinacion de las células viables relacionando las células
totales con las células viables. Se contabilizaron 4 cuadrantes para obtener el nUmero de

células totales empleando la siguiente formula:

NUmerode

) Factorde \( NUmerode ) Factorde ) Volumen

células L i .. |=Numerodecelulas/ml
Dilucion ) cuadrantes )\ lacaAmara )| ensuspension

contadas

8.2.8 Separacion de células adherentes (monocitos) por adherencia a vidrio y

diferenciacion a macréfago.

Ya con las células MN contadas se preparo una suspensién celular ajustada a 15x10°
cels/ml en medio RPMI-1640 (GIBCO), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB,
GIBCO) y 25% de pool de suero humano (PSH). En placas de 24 pozos (Corning Cat.
3524) se colocaron 60 pl de la suspension celular en el centro de discos de vidrio de 9 mm
de diametro previamente tratados para cultivo de tejidos (ver Apéndice). Se incubaron a
37°C con atmosfera de CO, al 5% durante 2 h. Después del periodo de incubacién, se
realizé una serie de 3 lavados a las células con 500 pl de solucion de Hank’s previamente
calentado a 37°C; con la finalidad de retirar todas las células no adherentes al disco de
vidrio, posteriormente se colocaron 500 pl de medio RPMI-1640 suplementado con SFB al
10%.
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Los monocitos obtenidos a las 2 hrs de adherencia de las células mononucleares se
mantuvieron incubados en atmosfera de CO, al 5% (Revco Habitat Cat. RCO3SOOTABB)
a 37°C durante 7 dias, para su diferenciacion a macrofagos (Figura 10). Durante este
tiempo se realizaron cambios de medio RPMI-1640 nuevo suplementado con SFB al 10%
por lo menos cada tercer dia. Estas células diferenciadas (macrofagos) se utilizaron en los
ensayos inmunol6gicos como quimiotaxis, produccion de citocinas e inmunofluorescencia

para NF-kB.

Dia 1 (40x) Dia 4 (40x)

Dia 7 (10x) Dia 7 (40x)

Figura 10. Proceso de diferenciacién de monocito a macréfago.

Cambios morfologicos observados durante el cultivo y diferenciacion de monocito a macréfagos. Dia 1)
células redondas caracteristicas de monocitos, Dia 4) aglutinacion y aumento del tamafio de las células, Dia
7) Forma fusiforme asociada a macréfago y para observar todo el campo se observo en objetivo de 10x, a
40x podemos observar la morfologia fusiforme caracteristica, que presentan los macréfagos en el séptimo
dia de diferenciacion (Tincién Diff-Quik).
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8.2.9 Ensayo de la migracion dirigida (quimiotaxis) en respuesta a la toxina Pet en

macro6fagos humanos por camara de Boyden.

Para el ensayo de quimiotaxis se utilizaron cdmaras de Boyden de doble filtro (Neuro-
probe Inc, Gaithersburg MD, USA), para la cdmara superior se utilizo un filtro de
policarbonato con un poro de 5 um y 13 mm de didmetro (Neuro-probe Inc, Gaithersburg
MD, USA), una membrana de nitrato de celulosa con poro de 8 um (Sartorius Stedim
biotech. Aubagne Cedex, France), fue colocada en la parte inferior que es la receptora de

las células migratorias (Figura 11).

células filtro

sustancia a
2 probar !

JASSESLN

Figura 11. Camara de Boyden de doble filtro (ensayo de quimiotaxis)

Posteriormente se prepara una suspension de macréfagos a 2.5x10° cels/ml de los cuales
se emplean 500 pl que se colocaron en la parte superior de la camara, en la parte baja de
la misma se colocaron 1.7 ml de la toxina Pet a una concentracion de 5 pg, 10 pg y 20 pg,
preparadas en solucion de Hank’s + BSA al 0.2 %, por duplicado. Como control positivo se
utilizo 1.7 ml de suero activado con zymosan (ZAS, Sigma-Aldrich Corp Cat. 58856-93-2)
(ver Apéndice) y como control negativo 1.7 ml de la solucién de Hank’s + BSA 0.2%.

La camara se incubo 90 min en ambiente himedo a 37°C en una atmoésfera de CO, al 5%,
transcurrido este tiempo se retiro la suspension celular y se desmontaron los filtros. La

membrana que contiene a las células que migraron fueron fijadas en una solucion de EtOH
al 50% v/v durante 24 hrs.
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Después se tifieron las membranas de acuerdo a los siguientes pasos:

Un lavado en agua caliente (recién hervida) durante 15 min,
Sumergirlas en hematoxilina (HYCEL) durante 10 min,

Realizar nuevamente los lavados a las membranas con agua,
Sumergir las membranas en HCI al 0.5%, 5 veces de 10 seg cada una.

Repetir los lavados con agua,

R R R @ @ @

Sumergir las membranas en una solucion de colorante Cromotopo 2R
(Sigma-aldrich Corp. Cat.C-3143) durante 30 seg,

@ Repetir los lavados a las membranas con agua

Posteriormente se siguié un procedimiento para hidratar las membranas:

@ Las membranas se sumergieron en EtOH al 95% durante 10 seg y después una
segunda ocasion pero ahora durante 5 min,

@ Sumergirlas en 1-propanolol durante 4 min,

@ Volver a sumergir las membranas en una solucién 1:1 de xilol con 1-propanolol por
3 min,

@ Por Gltimo colocar las membranas en xilol o xileno al 100% durante 15 min.

Se preparo un portaobjeto con una gota de aceite balsamo de canada (HYCEL) y la
membrana fue colocada en esta preparacion, después se cubrid con un cubreobjetos

evitando la formacién de burbujas. Dicha preparacion se dejo en reposo de 24 a 72 hrs.
El nimero de células se conto en 5 campos por membrana (microscopio 6ptico NOVA) a
40x y la movilidad se calculo obteniendo el promedio de células visibles en estos campos,

comparando el control positivo contra el control negativo. Las lecturas se realizaron entre

dos observadores.
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8.2.10 Cuantificacion de IL-8, TNF-a, e IL-10 humanas por el método de ELISA en

macréfagos humanos tratados con Pet.

Los macrofagos purificados fueron tratados con diferentes concentraciones de Pet (0-20
pg/ml) durante 6 y 24 hrs, a la par de un control negativo (medio solo) y un control positivo
(LPS 0.1pg/ml) después de estas condiciones de cultivo, tratados y no tratados con Pet se

analizaron por la técnica de ELISA para cuantificar las citocinas IL-8, TNF-a e IL-10.

Se utilizaron los sistemas de OptEIA (Pharmingen, CA, USA), de acuerdo con el siguiente
procedimiento general. A cada pozo de una placa de ELISA de 96 pozos (Corning, de alta
adherencia No. catalogo, 3590) se le agregaron 100 ul de anticuerpo de captura diluido en
solucion reguladora (solucion de carbonatos pH 9.5 ver apendice) la placa se dejo toda la
noche a 4°C y posteriormente se realizaron 3 lavados con la solucion de lavado (PBS-
0.05% de Tween 20) en lavador de placas para ELISA (Plate Washer Das, bajo programa

predeterminado).

Después se adicionaron 200 ul de solucion reguladora de bloqueo (PBS con 10% de suero
fetal bovino) durante 1 h a temperatura ambiente. Posterirmente se repitié el proceso de
lavado (3 lavados de 300ul/pozo). Se colocaron 100 pl de cada muestra y cada dilucion del
estandar correspondiente, por duplicado; después de 2 h se lavaron cinco veces y se
afladieron 100 pl de una solucién reguladora que contenia el anticuerpo de deteccidn

biotinilado y estreptavidina-peroxidasa.

Tras 1h de incubacion con la solucion reguladora, se realizaron 15 lavados, se afiadieron
100 pl de la solucion de sustrato preparada al momento (solucion A mas Solucién B v/v) y
se dejaron durante 30 min a temperatura ambiente, protegidas de la luz; tras lo cual se

afiadieron 50 ul de solucion de acido sulfarico 2.5 N.
La absorbancia se determind a 450 nm en un lector de placas de ELISA (Marca Thermo
Scientific Multiskan FC, bajo el programa Skanltfor Multiskan FC3.0) y la concentracion de

la citocina en las muestras se obtuvo por interpolacién de las lecturas correspondientes en

una curva tipo.
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8.2.11 Activacién de NF-kB (p65) por inmunofluorescencia indirecta.

Para caracterizar la via de sefializacion a la toxina Pet, se realizé6 inmunofluorescencia
indirecta utilizando un anticuerpo primario policlonal de conejo contra la proteina p65 de
NF-kB (Cellomics HCS. Thermo Scientific. Prod #1811301). Los macréfagos adherentes
se colocaron en cubreobjetos de 12mm de diametro colocados en placas de cultivo de 24

pozos, en medio RPMI-1640/10% de SFB a una concentracién de 2x10* células/ml.

Después se estimularon con la toxina Pet a 10pg/ml; al mismo tiempo se ensayaron los
controles negativo (células sin estimulo) y control positivo (LPS 0.1 pg/ml) y las células se
incubaron por 30 minutos en atmosfera de CO2 al 5%; al término de esta incubacion las
células se fijaron con paraformaldehido al 4% en amortiguador Dulbecco-PBS modificado

(Cellomics HCS. Thermo Scientific) por 10 minutos a temperatura ambiente.

Enseguida se lavaron dos veces en Dulbecco-PBS (Cellomics HCS. Thermo Scientific) y
se incubaron con anticuerpo primario (polyclonal anti- conejo pp65, NF-kB cellomic Kit) en
solucion de permeabilizacion (Dulbecco-PBS/0.1% de triton X-100)( Cellomics HCS.

Thermo Scientific), por 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente se lavo 3 veces por 5 minutos cada lavado y se incubaron con anticuerpo
secundario (Alexa488- anti-lgG de conejo preparado en cabra) por 1 hora a temperatura
ambiente protegido de la luz. Se repiti6 el mismo lavado (3 veces con Dulbecco-PBS) y se
contrastd el ndcleo con colorante de Hoescht) (Cellomics HCS. Thermo Scientific.
Prod #1860101).

Las células se prepararon en liquido de montaje para conservacion de fluorescencia (Vecta
shield) y se sellaron con barniz para su posterior lectura en Microscopio (AXIO Imager M.2
Marca Carl Zeizz). La adquisicion de imagenes se obtuvo de acuerdo al programa pre-
establecido Axion Vision Rel 4.8 y a la par se cuantifico el porcentaje de células positivas a
pp65 en un campo de 200 células para cada uno de los estimulos empleados en este

ensayo.
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8.2.12 Andlisis estadistico.

Para determinar las diferencias significativas entre las células tratadas con Pet y las no
tratadas, se aplico la prueba no paramétrica de Wilcoxon en las mediciones de produccién

de citocinas. Las diferencias se consideraron significativas a una p< 0.05.
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9 RESULTADOS

9.1 Determinacion de Endotoxina (ensayo de Limulus).

El resultado obtenido de la cuantificacion de endotoxina nos dice que el lote de toxina Pet
utilizada contenia <0.125 EU/ml endotoxina/LPS (Figura 12).

Figura 12. Ensayo de lisado de amebocitos de limulus (LAL). La presencia de endotoxina es determinada
por la formacion de un gel o coagulo insoluble. A) Control positivo (E. coli 055:B5), se puede apreciar la
formacion del coagulo insoluble; B) Control negativo (Agua libre de pirégenos), no hay formacion de coagulo;
C) Muestra (Toxina Pet), no se observa la formacion de coagulo, por lo tanto la muestra es adecuada para
continuar realizando nuestros ensayos propuestos.

9.2 Cuantificacion de la concentracidon de proteinas en latoxina Pet.

Para la determinacién de la concentracion de proteina presente, se hizo el corrimiento por
duplicado de la curva estandar asi como de las muestras analizadas. Por extrapolacion de
las lecturas de absorbancias en las muestras, se determino su concentracion expresada en
mg/ml. El comportamiento lineal de los estandares de BSA, mostro un coeficiente de
correlacion r= 0.9987 (Figural3).
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Figura 13. Curva estandar de BSA. Se observa el comportamiento lineal de los estandares de BSA la cual
mostro un coeficiente de correlacién de r=0.9987.

En la tabla 4 se muestra la concentracion de la toxina Pet a la par de la concentracion
determinada a 280 nm en el equipo NanoDrop, como se puede observar existe similitud en

las concentraciones.

Tabla 4. Determinacion de la concentracion de proteinas en la toxina Pet. Analisis comparativo del
método de Bradford y lecturas realizadas a 280 nm.

Método
Bradford NanoDrop
0.146 mg/ml  0.095 mg/ml
Promedio 0.120 mg/ml
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9.3 Caracterizacion inmunoquimica de la toxina Pet de Escherichia coli.

Una vez determinada la concentracién de proteinas, se procedi6 a identificar la pureza de
la toxina por diferentes ensayos inmunoldgicos. Uno de los primeros resultados fue el gel
revelado con tinciébn de coomasie en donde se observl la presencia de una sola banda
correspondiente a la toxina Pet (Figura 14 A) con un peso molecular de 108 KDa. Asi
también su comparacion a otro antigeno no relacionado, antigeno de membrana de
Entamoeba histolytica HMI-IMSS (seis bandas). Otro resultado también se obtuvo,
empleando la tincién de plata, con la cual se muestra la banda bien definida que evidencia
la presencia de la toxina (Figura 14 B).

Figura 14. Perfil electroforético revelado con azul de coomasie y tincion de plata.

A) Perfil electroforético de la toxina Pet, revelado con tincion de Azul de Coomassie. PM: pesos
moleculares; 1. Toxina Pet; 2.Antigeno de membrana de Entamoeba histolytica HMI-IMSS (antigeno no
relacionado.

B) Perfil electroforético de la toxina Pet, revelado con tincion de Plata. PM: pesos moleculares; 1. Toxina
Pet; 2.Antigeno de membrana de Entamoeba histolytica HMI-IMSS (antigeno no relacionado.
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Para confirmar la identidad de la proteina se realizo un ensayo de Western blot utilizando
un anticuerpo policlonal de conejo (anti-Pet), y el resultado mostré una reaccion especifica
con la fraccion de 108 KDa correspondiente a la proteina Pet revelado con BCIP/NBT
(Figura 15 A).

Asi mismo se realizo un revelado por quimioluminiscencia, observandose resultados
similares (Figura 15 B).
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Figura 15. Caracterizacion de la toxina Pet por inmunotransferencia (Western-blot).

A) Identificacion especifica de la toxina Pet, con anticuerpo primario (anti-Pet) a una dilucion 1:500,
detectado con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina a una
diluciéon 1:5000 en PBS. La reaccion se evidencié agregando BCIP/NBT. PM: pesos moleculares; 1.
Toxina Pet; 2.Antigeno de membrana de Entamoeba histolytica HM1-IMSS.

B) Identificacion de la toxina Pet, revelado por quimioluminiscencia con anticuerpo primario (anti-Pet) a una
dilucién 1:1000 y posteriormente se adiciono un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con
peroxidasa a una diluciéon 1:10 000. La reaccién se hizo evidente agregando una mezcla 1:1 de los
reactivos del kit de Chemiluminescent HRP Substrate Millipore (ver apéndice). PM: pesos moleculares; 1.
Toxina Pet; 2.Antigeno de membrana de Entamoeba histolytica HMI-IMSS.
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9.4 Efecto de latoxina Pet sobre la migracién dirigida (quimiotaxis) de macréfagos

humanos.

Como parte del analisis de la respuesta inmune a Pet, se investigo su funcion quimiotactica
de macrofagos a través del conteo manual en cdmara de Boyden. La respuesta migratoria
de los macro6fagos al estimulo de Pet fue observada con 10 pg/ml de la toxina después de
90 min (Figura 16 C). El numero de células obtenidas se comparo a un quimioatrayente
conocido (control positivo Zymosan opsonizado) (Figura 16 B), este ultimo incluyo la
méaxima migracion (Figura 16 D), sin embargo; es notorio el efecto quimioatrayente de Pet
sobre la poblacion de estudio (Zymosan 25 vs 15 Pet). Estos resultados demuestran que la

toxina Pet, puede reclutar a macrofagos.
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Figura 16. Efecto de la toxina Pet sobre la migracion dirigida (quimiotaxis) en MDM. a) Sin estimulo
(BSA/0.5% en solucién de balanceada de Hanks. b) Zymosan opsonizado con suero AB al 20% (control
positivo) y ¢) Pet alOug/ml, d) porcentaje de células positivas a p65. Las imagenes son representativas de
3 experimentos.
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9.5 Produccion de IL-8, TNF-a e IL-10 por macr6fagos humanos tratados con
proteina Pet de Escherichia coli.

Para caracterizar el efecto de la toxina Pet sobre la respuesta inmune innata en el
hospedero, se analiz6 la secrecion de citocinas de respuesta pro y anti-inflamatoria en un
modelo in vitro utilizando a macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica
humana (MDM). Los MDM fueron tratados durante 6 y 24 horas con diferentes
concentraciones de Pet (0 a 20ug/ml). De forma muy importante se observd que la toxina
Pet indujo la produccién de interleucina-8 (IL-8) en los MDM tratados. La méaxima
concentracion de IL-8 fue producida a las 6 h cuando se trat6 con 10 pg /ml de la proteina
Pet (7,247.5 pcg/ml) (mas de 10 veces de incremento) en comparacion a las células sin
tratamiento (523.97 pcg/ml) (Figura 17).

IL-8 B 6h
8000 - . Hm 24h
6000 -
E
P
S 4000+
2000+
0

.y

e &
A\ \
Q?a
Q"
o
N

> @
& @
% K %)
Q
&('JQ My "\GQ

q@

Figura 17. Evaluacion de la sintesis de IL-8 inducida por la proteina Pet en MDM durante 6 y 24 horas
de estimulacién. Los MDM se trataron con diferentes concentraciones de Pet y tiempo de estimulacion. Los
sobrenadantes se recolectaron y la determinacion de la IL-8 se llevo a cabo por método de ELISA. En este
caso, para la cuantificacion de la produccién de esta citocina fue necesario realizar una dilucion 1:10 de los
sobrenadantes de cultivo debido a que la concentracién de la misma estuvo por arriba del limite maximo de
deteccioén. Las concentraciones son el resultado de muestras por duplicado + desviacion. En un total de 4
experimentos realizados.

*[(p < 0.05) Células MDM tratadas con Pet vs células sin tratamiento]
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La estimulacién con Pet a las otras concentraciones utilizadas en este estudio (20 y 5
pg/ml) se observaron niveles importantes de esta citocina inflamatoria 5,785.68 pcg/ml y
6,481.25 respectivamente (Figura 17). La produccion de esta citocina en comparacion a un
estimulo conocido LPS de Escherichia coli (molécula tipo PAMPS), se observa la induccion
de esta citocina ya referida en la literatura; en este estudio utilizada como un control
positivo de activacion de los MDM analizados (Figura 17).

La concentracion de IL-8, por la estimulacién de LPS es similar a la toxina Pet a 10ug/ml;
sin embargo es importante observar que en el caso de LPS, la concentracion es 50 veces
menor comparada a dicha proteina; es decir bajo la condiciones de este ensayo
requerimos de una concentracion mayor de la proteina Pet para inducir valores similares a
la estimulacion con LPS.

De forma similar la respuesta de TNF-a (otra citocina pro-inflamatoria), se observé la
induccion de forma temprana (6 horas) en los MDM tratadas con Pet. Su produccion
alcanza valores de alrededor de 400 pcg/ml cuando las células se trataron con
concentraciones de 5, 10 y 20 pg/ml de la toxina Pet respectivamente. (Figura 18).

TNF-a B 6h
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Figura 18. Efecto de Pet sobre la produccién de TNF-a en MDM. Las células fueron tratadas con Pet
durante 6 y 24 horas. Posteriormente se recolectaron los sobrenadantes de las células estimuladas y no
estimuladas con la toxina Pet y la cuantificacion de TNF-a se realiz6 por método de ELISA. Los resultados
representan el promedio y la desviacion estandar en muestras por duplicado de cuatro experimentos.

*[(p < 0.05) Células MDM tratadas con Pet (5 pg/ml) vs células sin tratamiento]
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Sin embargo, el efecto de Pet sobre la produccion de TNF-a se mantiene por mas tiempo
(24h) no observando una reduccién significativa después de las 24 horas (457.145 vs
397.17 pcg/ml; 444,03 vs 425.9 pcg/ml). Solamente cuando las células fueron tratadas con
5ug/ml de la toxina (455.705 vs 323,9 pcg/ml). (Figura 18).

Para eliminar la posibilidad de que la activacién de macrofagos fuera asociado al LPS
residual a pesar de los ensayos de deteccién de endotoxina se analizo el efecto de la
polimixina B sobre la activacion inducida por Pet (PMB) (10ug/ml, 1 hora previa al
tratamiento con el estimulo respectivo) (Figura 19). Un control interno en la secrecion de la
produccion de citocinas fue el utilizar la estimulacion con 0.1 pg/ml de LPS de Escherichia
coli 0111:B4 el cual indujo alrededor de (6,946.5 pcg/ml) en los macrofagos (Figura 19).

Como se puede observar la respuesta se reduce alrededor del 100% cuando los MDM
fueron tratados con PMB en presencia de la estimulacién con LPS. En el caso de la toxina
Pet no se observd efecto del tratamiento de PMB en los MDM tratados en la concentracion
de 20 pg/ml de la toxina, sin embargo de acuerdo a lo esperado, la misma cantidad de
PMB (un inhibidor al efecto biologico del lipido A del LPS) redujo considerablemente el
efecto de la estimulacién con LPS de E. coli.
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Figura 19. La sintesis de TNF-a inducida por la toxina Pet en los MDM no se inhibe al tratamiento de
polimixina B. La toxina pet (20ug/ml) fue incubada con 10ug/ml de polimixina B (PMB) durante 1 hora antes
de la estimulacién con los MMD (1x10° células/ml). Como control interno se utilizé el LPS de Escherichia coli
0111:B4 que fue tratado de misma forma que la toxina Pet. Después de 6 horas de activacion se determiné la
concentracion de TNF-a en los MDM tratados y sin tratar.
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Estos resultados indican que el efecto bioldgico en los macrofagos es debido a la toxina
Pety no a al LPS residual y esta situacion se evalu6 para la produccion de TNF-a como se
puede observar en la (Figura 19). En este caso se evalu6 el efecto de PMB sobre la
concentracion de 20ug/ml de la toxina Pet, considerando que fue la maxima concentracion

de toxina utilizada en este trabajo.

Por otra parte, la sintesis de citocina anti-inflamatoria (IL-10), que se indujo en los MDM
tratados con Pet fue maxima a las 6 horas; e independientes de la concentraciones de Pet
(484.12, 434.96 vs 452.98 pcg/ml) utilizadas en esta tesis (Figura 20). No obstante,
después de las 24 horas se observo una reduccién de mas del 60% en la produccion de la
IL-10 (199.147 vs 86.21 pcg/ml) a concentraciones de 20 y 10ug/ml y cerca del 100%
cuando se traté con 5ug/ml (452.984 vs 14.8 pcg/ml) (Figura 20).
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Figura 20. Secrecion de IL-10 en MDM tratados con toxina Pet de Escherichia coli. La sintesis de la
IL-10 se evalud en sobrenadantes de MDM tratados con concentraciones de Pet, después de 6 y 24 horas de
estimulacién. La cuantificacion de la citocina se comparé a una curva estandar utilizando el método de
ELISA. A la par se prepar6 un control interno del ensayo de la estimulacion con LPS de Escherichia coli.
0111:B4 a 0.1 pg/ml. Los resultados son representados por el promedio en muestras por duplicado + la
desviacion estandar.

*[(p < 0.05) Células MDM tratadas con Pet vs células sin tratamiento]
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Este resultado nos llamo la atencion por el hecho de que la secrecién de IL-10 se produce
en fases tardias, sin embargo, bajo estas condiciones experimentales el tratamiento con
Pet produce IL-10 en valores significativos comparado a las 6 horas de estimulacion,

disminuyendo significativamente a las 24 horas.

9.6 Evaluacién de toxina Pet en la translocacién del factor nuclear NF- kB.

Para observar parte de la sefalizacion a la activacion de macréfagos por la toxina Pet
extraida de Escherichia coli, se analiz6 la translocacion de la proteina p65 por

inmunofluorescencia indirecta.

El tratamiento con la toxina Pet a 10 pg/ml induce la translocacién de esta proteina del
citoplasma al nucleo. Asimismo, observamos colo-localizacion de p65 (NF-kB) en las

células contrastadas con tincién nuclear (Hoescht) (Figura 21).

Los macrdfagos estimulados con la toxina Pet muestran localizacion nuclear a la proteina
p65 de NF-kB. Como se puede observar en las células tratadas con toxina Pet que
exhiben tincion al anticuerpo de p65 demostrado por la presencia de fluorescencia positiva.
Asi también, se observo la positividad a p65 cuando las células se trataron con LPS de

Escherichia coli 0111:B4 (control positivo) (Figura 21).

Para confirmar la activacion de Pet de forma cuantitativa, se determino el porcentaje de
células positivas a p65 (Figura 22), en donde la Pet induce un porcentaje significativo de
p65 casi del 60%, comparado al 90% inducido por LPS (control positivo).

Este efecto fue observado en forma temprana después de 30 min de adicionar los

estimulos. Estos resultados tembien muestran que Pet induce activacion y translocacion de
NF-kB.
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Figura 21. Microsopia confocal a la activacion de NF-kB . MDM se trataron in vitro por 30 minutos con Pet
(10pg/ml) o LPS 0.1 pg/ml (control positivo). La morfologia nuclear identificada por Hoescht (fluorescencia
azul) y MDM con positividad a p65 (fluorescencia verde). La translocacion es confirmada por la
colo-localizacion. Las imagenes fueron analizadas en Microscopio AXIO Imager M.2 Marca Carl Zeizz y de
acuerdo al programa pre-establecido Axion Vision Rel 4.8.
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Figura 22. Activacion de NF-kB por inmunofluorescencia.

Porcentaje de células positivas a p65. Los resultados son representativos de 3 experimentos. las imagenes
fueron analizadas en Microscopio AXIO Imager M.2 Marca Carl Zeizz y de acuerdo al programa
pre-establecido Axion Vision Rel 4.8.

*[(p < 0.05) Células MDM tratadas con Pet (10 pug/ml vs células sin tratamiento]
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10 DISCUSION

El autotransporte (AT) es una via de secrecion de proteinas que se encuentra en las
bacterias gram-negativas (Jacob-Dubuisson et al, 2004). Desde el punto de vista médico,
el AT es un evento importante, debido a que por esta via las proteinas son secretadas al
espacio extracelular y puede interaccionar de manera directa con las células-blanco del
hospedero (Tsang et al, 2010). Una subfamilia importante de proteinas AT son las serinas-
proteasas-autotransportadoras de la familia Enterobactereace (SPATES). Las SPATEs son
factores de patogenicidad importantes que causan dafio severo a la mucosa intestinal de

distintos hospederos entre ellos, el humano (Herdenson IR et al, 2004).

La proteina Pet, es un miembro de este grupo de proteinas autotransportadas (Eslava et
al, 1998) y su actividad citotdxica fue identificada sobre tejido yeyunal de ratas (Navarro-
Garcia et al, 1998). Posteriormente por estudios in vitro se observo el mismo efecto en

células epiteliales de intestino (Herdenson IR et al, 2004).

La proteina Pet de Escherichia coli es multifuncional (adhesina, toxina, y enzima). Por
estudios de microscopia confocal y técnicas inmunolégicas, se ha demostrado trafico
intracelular importante de la proteina Pet en modelo de células epiteliales; asi también una
funcion significativa sobre la modulacion de motilidad intracelular, procesamiento y

maduracion de otras proteinas de AT (Maroncle NM et al, 2006).

Si bien, diversos autores han definido, a Pet como enterotoxina en el modelo in vitro de
células epiteliales; su participacion en la respuesta inmune innata del hospedero, no es
contundente. En este trabajo, se observo que la toxina Pet induce actividad quimiotéctica
significativa sobre los macréfagos diferenciados de monocitos de sangre periférica

humana.

Al respecto, la funcién quimiotactica, es un evento molecular de la inmunidad innata, que

forma parte de los procesos de activacion de la respuesta inflamatoria del hospedero.

La migracion dirigida (quimiotaxis) esta modulada por gradientes de moléculas

quimidtacticas; la mas estudiada, (la quimiocina IL-8) secretada por diferentes células
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inmunes (principalmente leucocitos polimorfonucleares y macréfagos). Otras moléculas
con propiedades quimioatrayentes incluyen a péptidos formilados (FMLP), moléculas
PAMPs (Zymosan), componentes del sistema de complemento (C5a) y mediadores
inflamatorios (leucotrienos) (Phillipson M et al, 2011).

En apoyo al efecto quimiotactico inducido por Pet, otros autores han demostrado
resultados similares en los macrofagos de la linea celular J774 (clona Al). En donde el
efecto de migracion dirigido por la toxina se observo a los 90 minutos de incubacion in

vitro. (Benitez-Guzman et al, 2011).

En contraste, otros trabajos utilizando una toxina SPATEs distinta, como la toxina Pic (de
colonizacibn) no observaron efecto sobre la migracion de células inflamatorias
(principalmente PMN). Sin embargo Pic es capaz de aumentar la produccién del estallido
respiratorio en estas células, dependiente de la concentracion y del dominio de proteasa.
Asi mismo, Pic mutada ejerce una fuerte respuesta inflamatoria en comparacion a la

proteina no mutada. (Ruiz-Pérez et al, 2011).

El balance pro-y anti-inflamatorio de estas proteinas SPATEs (Pet y Pic) podria representar
mecanismos de inmunomodulacién importantes al reclutamiento o no de células inmunes.
Ademas la secrecion de estas proteasas podria explicar parte de los eventos inflamatorios

observados en la infeccion natural por E. coli patégena.

Aunado a lo anterior, las proteasas bacterianas de ciertos grupos de patdgenos ejercen
acciones de estimulacion o inhibicion de funciones biolégicas especificas. Por ejemplo, la
proteasa de 56 KDa reportada en Serratia marcescens tiene la capacidad de inhibir la
actividad quimiotactica a la molécula de C5a (Oda et al, 1990).

De forma similar, a la proteasa de Serratia, otra proteasa (del grupo metal-proteasas tipo
mucinas (STcE)) inhibe la activacion de leucocitos humanos via glicoproteinas presentes

en la superficie de la membrana de los neutréfilos (Grys et al, 2005).
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Esta proteasa (STcE) también es promotora de adhesion y se asocia a las lesiones
inducidas por la cepa de E. coli 0157:H7 en el sindrome urémico hemolitico (Orth et al,
2010).

El papel inmunomodulador de la proteina STCE sobre estas células explica parte de
fenotipos alterados de neutréfilos que son observados durante la enfermedad inducida por
este patotipo de Escherichia coli 0157:H7 (Szabady RL et al, 2009).

La interaccion de mucinas expresadas en E. coliy las glicoproteinas homologas a mucinas
presentes en la superficie de células blanco (neutréfilos) es un mecanismo recientemente
descrito y el cual involucra a proteasas, como la toxina Pic (Ruiz-Pérez et al, 2011). Asi
también, se ha hipotetizado que dicha toxina podria interferir en la activacion de los
neutréfilos por bloqueo de ligandos especificos a estas moléculas de superficie, siendo un

blanco probable de las mismas (Ruiz-Pérez et al, 2011).

Glicoproteinas como CD43, CD44, CD45 CD93 y el grupo de las selectinas, son moléculas
similares a mucina expresadas en forma abundante y exclusiva sobre la superficie de
células hematopoyéticas (neutrofilos y otras células inflamatorias). Estas glicoproteinas
unen moléculas-ligando tipo glicana (oligosacaridos) y presentan funcion importante para la
adhesion de los leucocitos al endotelio, la migracién y el trafico celular (Woermans et al,
2000).

La induccion de citocinas pro- y anti-inflamatorias en los macrofagos es un fendémeno
involucrado en la regulacion de la respuesta inmune innata. Nuestros resultados muestran
que Pet induce la expresion de citocinas pro-inflamatorias, entre ellas, la producciéon de
IL-8.

Esta quimiocina fue sintetizada por los macréfagos desde etapas tempranas de interaccion
con la toxina Pet (6 horas). La estimulacion de macréfagos, a las diferentes
concentraciones de Pet utilizada produjo cantidades similares de IL-8. Sin embargo, es
importante mencionar que las concentraciones de Pet utilizadas en este trabajo resultan
menores a las reportadas en otros eventos bioldgicos (37pg/ml para el andlisis del trafico

intra-celular y endocitocis) (Navarro-Garcia et al, 2007).
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La quimiocina (IL-8) detectada en el presente trabajo fue significativamente elevada
comparada a la evaluacion de otras citocinas (TNF-a e IL-10). La induccién de IL-8, ha sido
previamente reportada en respuesta a la bacteria completa, y en el analisis de moléculas
tipo PAMPs (LPS, flagelina) (Edward et al, 2011).

De acuerdo a las condiciones experimentales de este trabajo, la respuesta de IL-8 por la
proteina Pet fue similar a la inducida por LPS; sin embargo tenemos que la secrecion
maxima se alcanza con 50 veces mas la concentraciéon de Pet, con respecto a la molécula
de LPS (5 pg/ml vs 0.1pg/ml). Este dato sugiere que la toxina Pet es un estimulo pro-

inflamatorio menos potente que el lipopolisacarido.

Nuestros resultados también demuestran, la sintesis de TNF-a. Ambas citocinas, IL-8 y
TNF-a se mantienen en niveles significativos aun después de 24 horas. Asi mismo, IL-8 y
TNF-a son citocinas que tienen efectos bioldgicos muy importantes en la regulacion de la

respuesta inflamatoria y en la activacion de los macréfagos (Clark et al, 2007).

Estudios previos han destacado, a IL-8 y TNF-a como las primeras citocinas detectables en
la fase temprana de los procesos inflamatorios (Narayan Parameswaran et al, 2011). La
citocina de TNF-a ademés regula muchas de las facetas de funcién inmune de los
macrofagos y también es liberado rdpidamente después de traumas infeccion o exposicion
a LPS derivado de bacterias; su papel es central a la activacion y al reclutamiento celular
de macrofagos, y el cual ha sido observado en varias infecciones inflamatorias cronicas

(Narayan Parameswaran et al, 2011).

La premisa al analisis de citocinas inflamatorias por la toxina Pet, parte de estudios previos
in vivo, en donde se observa un infiltrado importante de las células mononucleares previo a
la inoculacion de la toxina Pet. Apoyado en modelo de asas intestinales de rata; este
hallazgo preliminar asociado a los nuevos datos obtenidos en esta trabajo refuerzan la
hipotesis de que la toxina Pet favorece el reclutamiento de células inflamatorias y una

significativa respuesta inflamatoria.
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Ensayos previos con la toxina purificada utilizando el modelo de asas ligadas en intestinos
de rata, mostraron un reclutamiento importante de células en el tejido con la aparicion de
necrosis y dafio del epitelio intestinal severo. Los datos obtenidos en nuestro trabajo, son
relevantes para asegurar la participacion de Pet en las alteraciones observadas en el
modelo animal y sugieren de manera importante la participacion de proteinas parecidas a
Pet en las alteraciones observadas en los cuadros de enfermedad inflamatoria cronica

(Crohn) y colitis ulcerativa (Eslava et al; 1993).

Al contrario de la produccion de IL-8 y TNF-a, la citocina IL-10 tiene propiedades
anti-inflamatorias, inmunosupresoras y controla ademdas funciones efectoras de los
macrofagos (Sabat el al, 2010). La produccion de IL-10 inducida por Pet fue detectable en
mayor concentracion a las 6 horas. Sin embargo, se observé una disminucion de alrededor
del 50% después de las 24 horas. Este resultado llama la atencién, porque la sintesis y
cinética de la produccion de la IL-10 es un evento tardio y bajo las condiciones
experimentales de estudio, los niveles de IL-10 disminuyeron significativamente a las 24

horas, comparado al efecto de LPS.

Este resultado sugiere:
¢ Un efecto de polarizacién de respuesta inmune TH1 por la proteina Pet debido a la
elevada concentracion de TNF-a observada a las 24 horas,
e La induccion transitoria de IL-10 por Pet a las 6 horas, podria promover un
mecanismo de inmunosupresion transitoria que permita la sobrevida de E. coli en el

intestino, o bien su adaptacién a nuevos nichos.

Este efecto transitorio se ha observado en el reto a otros patégenos que muestran que la
IL-10 media la regulacion negativa de la respuesta inmune innata, lo que podria

representar un riesgo para el hospedero (Sing A et al, 2001).
Por otro lado, la induccion de citocinas pro y anti-inflamatorias mantienen un estado de
alerta en los macrofagos, su sintesis, al igual que muchas otras moléculas requieren de

una o mas cascadas de sefalizacion para activar la transcripcion de genes especificos en
las células (Rahman MM et al, 2011).
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Los receptores tipo toll (TLRs) expresados también en los macréfagos activan cascadas de
sefializacion extracelular después de reconocer moléculas tipo PAMPs, lo cual conduce a
la liberacion de NF-kB y translocacién al nucleo. Los resultados de nuestro trabajo
muestran que la toxina Pet induce la translocacion de la proteina p65 en forma significativa
después de 30 minutos de estimulacion. Asi mismo, se observd 60% de positividad a la
p65, a diferencia del 90% observado en las células tratadas con LPS en las mismas

condiciones.

Varios reportes sefialan que la activacion del factor de transcripcion NF-kB puede darse,
en respuesta de la estimulaciéon de células por diversos estimulos como patégenos y/o
moléculas bacterianas (Masmudur M et al, 2011), su translocaciéon del citoplasma al
ndcleo es un evento involucrado en la cascada de sefalizacion a la sintesis de diferentes
citocinas, siendo un resultado esperado en nuestro trabajo debido a la produccion de

citocinas observada a la toxina Pet, en la poblacion celular de estudio.

Esta informacién es acorde a trabajos previos de (Benitez-Guzman et al, 2011) que
demuestran la expresion temprana de RNAm de varios mediadores inflamatorios la IL-1,
TNF-a, MIF, receptor antagonista de IL-1 (LTRa) en macrofagos peritoniales activados por
la proteina Pet. Ademas, involucra la participacion de las proteinas iKKaB/NF-kB vy las
MAPs cinasas sobre la sintesis de estos mediadores y sugiere a la toxina Pet como un
importante factor a la respuesta inflamatoria de tipo crénica (Benitez- Guzman et al,
2011)

Por otra parte, en la evaluacion de la respuesta inmune innata a Pet, no se ha
determinado cuales serian los blancos receptores de la molécula Pet, en su efecto sobre
las células inmunes del hospedero. Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en
este trabajo (perfil pro-inflamatorio) més significativo, existe la posibilidad de asociacion a
respuestas inmunes TH1. Asi mismo, la informacion de este trabajo, abre nuevos caminos
de investigacion al andlisis de las moléculas tipo PRRs involucradas en la sintesis de
mediadores pro y anti-inflamatorios inducidos por la toxina Pet de Escherichia coli en los

macréfagos humanos.
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En resumen el conocimiento de la respuesta inmune innata a la toxina Pet hasta el
momento se integra en la Figura 23. En donde se muestran parte de los eventos
propuestos a Pet, sobre la activacion de macrofagos basados en los resultados de este
trabajo. Es importante mencionar que se aporta el efecto quimioatrayente a dicha
activacion, de Pet en la cual incluye la secrecion de citocinas (pro- y anti-inflamatorias)
asociadas a la sefializacion del factor NF-kB.

Finalmente, los efectos bioldgicos de la toxina Pet en asociacion a los reportes recientes
de la toxina Pic miembro de las SPATES, sugieren que pueden representar estrategias de
inmunomodulacién de la bacteria al sistema inmune innato y ser empleados como blancos
probables de terapia (Pet-estimulacién) con posibilidad de adyuvante a otros antigenos y
(Pic-inhibicion).

@ Macréfago
Pet

-’

Citocinas pro-mﬂamatorfas
(IL-8, TNF-a)

Figura 23. Respuesta inmune innata a la toxina Pet de Escherichia coli. La EAEC expresa a la toxina Pet
liberdndola al espacio extracelular. Esta toxina (Pet) induce la migraciéon de macréfagos (células
inflamatorias) y la sintesis de Citocinas IL-8 y TNF-a, favoreciendo el proceso inflamatorio inducido por la
bacteria.
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11 CONCLUSIONES

1.- La proteina Pet de Escherichia coli HB101 (pCEFN1), miembro importante de las
SPATEs induce migracién dirigida sobre macrofagos humanos y la sefiala como una

molécula quimioatrayente a estas células.

2.- Pet induce respuesta inflamatoria significativa asociada a la produccion de IL-8 y
TNF-a.

3.- Pet, también tiene la capacidad de producir respuesta anti-inflamatoria, a través de la

sintesis de IL-10 en forma temprana y transitoria.

4.- La activacion de los mediadores pro- y anti-inflamatorios evaluados en los macrofagos

estimulados con Pet involucra a la activacion y translocacion del factor NF-kB.

5.- De acuerdo al perfil pro-inflamatorio inducido por la toxina Pet, sugiere la participacion
de posibles grupos de moléculas PRRs asociados a su reconocimiento y activaciéon de la

respuesta inmune innata.
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12 PERSPECTIVAS

@

Con base en la informacién obtenida en este trabajo se abren nuevas posibilidades

de investigacion a futuro.

Analizar si existe la participacion de moléculas PRRs a la activacion por la toxina Pet
para comprender y explicar la participacion del sistema inmune innato a nivel

molecular.

Es recomendable investigar si los toll-like receptors (TLRs) estan involucrados en la

sefializacion por Pet.

Evaluar a otros mediadores inflamatorios, por ejemplo la produccién de 6xido nitrico

y de otras citocinas anti- inflamatorias, por ejemplo TGF-(3.

Evaluar el efecto de la toxina Pet sobre la funcién fagocitica de los macrofagos en

respuesta a otras bacterias.

Estudiar el papel de la toxina Pet en otras funciones efectoras de los macréfagos

(funcion fagocitica en respuesta a otras bacterias)

Analizar la posible respuesta adyuvante de Pet a otros antigenos

En la actualidad, parte del grupo de esta linea investigacion tiene disponibles
péptidos inmunodominantes a la proteina Pet de Escherichia coli, por lo que seria
importante investigar si estos péptidos tiene las mismos efectos biologicos de la

toxina.
Evaluar la importancia de los sitios de reconocimiento importantes de la toxina Pet a

través de emplear toxina Pet mutada, y observar si se presentan los mismos efectos

gue la toxina no mutada.
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14 APENDICE

Medios de cultivo bacterianos

@ Caldo luria
Bacto triptona 10g
Extracto de levadura 5g
Cloruro de sodio 109
Agua destilada 1000 ml
Ampicilina 100 pg/ml

Disolver los reactivos, esterilizar en autoclave 121°C/30 min y adicionar el antibiético
(ampicilina) a una concentracion final de 100 pg/ml.

@ Agar luria
Agar 159
Bacto triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
Cloruro de sodio 10g
Agua destilada 1000 mi
Ampicilina 100 pg/ml

Calentar hasta disolver los reactivos, esterilizar en autoclave 121°C/30 min y
adicionar el antibidtico (ampicilina) a una concentracion final de 100 pg/ml y vaciar
en cajas petri.

Medios de cultivo celular

@ RPMI -1640 + SFB 10% + PSH 25% (1 ml).

RPMI-1640 650 pl
PSH 250 pl
SFB 100 pl

Realizar la preparacion en la campana bajo condiciones de esterilidad y en un tubo
eppendorf.
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@ RPMI + SFB 10% (50 ml).

RPMI-1640 45 ml
SFB 5 ml

Realizar la preparacion en la campana, bajo condiciones de esterilidad, en un tubo
Corning, estéril de 50 ml.

Soluciones

@ Buffer de gel separador pH=8.8

Tris-base 90.825 g
Agua destilada 500 ml

@ Buffer de gel apilador (stacking) pH=6.8

Tris-HCI 19.7 g
Agua destilada 250 ml

@ Gel separador (Tris/Glicina/SDS/Poliacrilamida 8%)

Agua destilada 4.6 ml
Acrilamida 30% 2.7 ml
1.5 M Tris (pH=8.8) 2.5 ml

10% SDS 0.1 ml

10% APS 0.1 ml

TEMED 6 pl
@ Gel concentrador

Agua destilada 680 pl

Acrilamida 30% 170 pl
1.5 M Tris (pH=8.8) 130 pl

10% SDS 10 pl
10% APS 10 l
TEMED 1pl

74

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Apéndice

@ Solucion de tincién azul de coomasie 0.2%

Azul de Coomassie 2 gr

Metanol 500 ml
Acido acético 100 ml
Agua destilada 400 ml

Agitar durante 30 min, filtrar en papel Whatman No.1 y conservar en un frasco
oSscuro.

@ Solucion destefiidora (Tincion con azul de coomasie)

Metanol 25 mi
Acido acético 45 ml
Agua destilada 430 ml

@ Solucién acrilamida 30% (m/v)
Acrilamida 3049
Bis-acrilamida 0.8 g
Agua destilada 100 ml
Disolver, filtrar con papel filtro #1 y conservar en botella &mbar de vidrio a 4 °C.
@ Solucion Reguladora TRIS pH=8.8
Tris (hidroximetil)metilamina 45.5g
Dodecilsulfato de sodio 10g
Agua destilada 250 ml
@ Soluciéon Reguladora TRIS pH=6.8

Tris (hidroximetil)metilamina 1519
Dodecilsulfato de sodio (SDS) 1.0g
Agua destilada 250 ml

@ Solucion reguladora de corrimiento pH=8.3

Glicina 14.4 g
Tris (hidroximetil)metilamina 3.0¢9
Dodecilsulfato de sodio (SDS) 10g
Agua destilada 1000 mi

@ Persulfato de amonio (APS 10%)

Persulfato de amonio 100 mg
Agua destilada 1ml
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@ Rojo de Ponceau 0.01%

Rojo de Ponceau 100 mg
Acido acético 1.0 ml
Agua destilada 100 ml

Se decolora con agua destilada
@ PBS + 0.1%Tween-20

PBS 250 ml
Twen-20 250 yl

Apéndice

Usando la técnica de pipeteo reverso tomar 250 pl de Tween-20 y mezclarlo

perfectamente con los 500 ml de PBS en un recipiente de vidrio.

@ Solucion fijadora (Tincién de Plata)

Agua destilada 17.7 ml
Metanol 99% 26.0 ml
Acido acético 99% 6.3 ml
Formaldehido 37% 25 ml

Mezclar perfectamente los reactivos.

@ Solucion de lavado (Tincién de Plata)

Agua destilada 25.0 ml
Metanol 99%  25.0 ml

Mezclar perfectamente los reactivos.

@ Solucion de oxidacion (Tincién de Plata)

Tiosulfato de sodio 10.0 mg
Agua destilada 50.0 ml

Mezclar perfectamente los reactivos.
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@ Solucion de impregnacion (Tincion de Plata)

Nitrato de Plata 0.1¢g
Formaldehido 38 pl
Agua destilada 50.0 ml

Mezclar todos los reactivos y almacenar protegida de la luz.

@ Solucion reveladora (Tincion de Plata)

Agua destilada 50.0 ml
Carbonato de sodio 0.2 mg
Tiosulfato de sodio 6.3 ml
Formaldehido 37% 25 ul

Mezclar perfectamente los reactivos.

@ Solucion de paro (Tincion de Plata)

Metanol 99% 800 ul
Acido acético 99% 13 ml
Formaldehido 50 pl
Agua destilada 36 ml

Mezclar perfectamente los reactivos.

@ Solucion Salina Isoténica SSI 0.9% (1 L) pH=7.2

NaCl 9g

Mezclar con 500 ml de agua destilada y ajustar a pH=7.2 con NaOH 1M 6 HCI 1M,
después aforar a 1000 ml. Esterilizar en autoclave 121°C/20 min.

@ Discos de vidrio preparados para cultivo de tejidos.

Los discos se cortan con una plantilla a un didmetro de 9 mm, se colocan en una
caja petri cubiertos con etanol al 70% durante 3 dias en agitacion constante, se
lavan los discos con agua destilada 7 veces, y un ultimo lavado de 15 min en
agitacion. Posteriormente se cubren con HCI 1M 30 min con agitacion constante, se
enjuagan nuevamente con agua destilada y se dejan secar al aire.

Ya secos, se acomodan dentro de una caja petri separados por papel filtro y se
esterilizan en autoclave.
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@ Solucion Hank’s pH=7.2 1L

Dextrosa (D-glucosa anhidra en polvo)
Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

Cloruro de calcio

Cloruro de magnesio

Sulfato de magnesio

Bicarbonato de sodio

Fosfato de potasio monobasico
Fosfato de sodio dibasico

10g
8.0g
0.4g
0.14 g
0.10g
0.10g
0.35¢
0.06 g
0.06 g

Apéndice

Pesar todos los reactivos en balanza analitica o granataria segun sea el caso, y
mezclar en el orden indicado con 500 ml de agua destilada; ajustando el pH a
7.2 con NaOH 1M 6 HCI 1M, después aforar a 1000 ml. Esterilizar por filtracion en

membrana de 0.22 ym.
@ Zymosan

Zymosan 200 mg
Agua destilada 20 ml

Mezclar los reactivos y calentar a bafio maria 30 min, centrifugar a 5000 rpm/10 min.
Lavar dos veces con SSI. Hacer alicuotas de 1 ml y mantener en refrigeracion a -

20°C.
@ Opsonizacion de Zymosan
Zymosan 1ml

Suero AB 200 pl
Sol. Hank’s 800 pl

Al momento de ser utilizado el zymosan, descongelarlo a temperatura ambiente,
centrifugar a 5500 rpm por 5 min, eliminar el sobrenadante y adicionar 200 pl de
suero mas 800 ul de soluciéon de Hank’s. Incubar 30 min/37°C, centrifugar a 5500
rpm por 5 min (conservar el sobrenadante), lavar el botén 2 veces y resuspender en

1000 pl de solucién de Hank's.

@ ZAS

El sobrenadante que se conservo de la opsonizacion de Zymosan, se inactiva a

56 °C durante 30 min en bafio maria.

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

78


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Apéndice

@ Soluciéon EtOH 50% 50 ml

Etanol absoluto 25 mi
Agua destilada 25 mi

Mezclar los dos reactivos en un tubo cénico de 50 ml.
@ Hematoxilina de Harris (HYCEL)
La hematoxilina es un colorante empleado para la tincion del nucleo celular, para

mejorar la calidad de la tincion es necesario filtrar antes de su uso y adicionar
unas gotas de acido acético.

@ Solucion HCI 0.5% 100ml

HCI 13.75 ml
Agua destilada 86.28 ml

Mezclar los dos reactivos en un frasco de vidrio con capacidad de 150 ml.
@ Colorante cromotopo 2R

Colorante cronotopo 1.0 g
Agua destilada 50 ml

Mezclar hasta disolver el colorante.

@ Soluciéon EtOH 95% 50 ml

Etanol absoluto 47.5 ml
Agua destilada 2.5 ml

Mezclar los dos reactivos en un tubo cénico de 50 ml.

@ Solucion 1:1 Xilol-Isopropanol 50 ml

Xilol 25 ml
Isopropanol 25 ml

Mezclar los dos reactivos en un tubo conico de 50 ml.
@ Aceite balsamo de canada (HYCEL)
Al ser un reactivo comercial, el aceite balsamo de canada puede estar demasiado

espeso 0 durante su USO secarse un poco, estas situaciones las podemos revertir,
empleando un poco de xilol absoluto.
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@ Buffer de carbonatos 0.1 M pH=9.5

Bicarbonato de sodio 0.713 g
Carbonato de sodio  0.159 g
Agua destilada 100 mi

@ PBS + 0.05%Tween-20

PBS 500 ml
Twen-20 250 yl

Usando la técnica de pipeteo reverso, tomar 250 pl de Tween-20 y mezclarlo
perfectamente con los 500 ml de PBS en un recipiente de vidrio.

@ Solucién reguladora de bloqueo (PBS+10% SFB)

PBS 30 mi
SFB 3 ml
@ Acido sulfarico 2.0 N
H,SO4 10.65 mi

Agua destilada 100 ml
@ Solucion buffer de fosfatos PBS pH=7.0

Cloruro de sodio 8.09
Fosfato de sodio dibasico anhidro  1.16 g
Fosfato de potasio monobasico 200 mg
Cloruro de potasio 200 mg
Agua destilada 1000 mi

@ Buffer de lavado 1X.

Buffer de lavado 10X 20 ml
Agua milli-Q 180 ml

El buffer se almacena a 4°C durante 7 dias maximo.
@ Buffer de permeabilizaciéon

Buffer de lavado 10X 2 ml
Agua milli-Q 18 mi

El buffer se almacena a 4°C durante 7 dias maximo.
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@ Buffer de lavado Il 1X.

Buffer de lavado 10X 20 ml
Agua milli-Q 180 ml

El buffer se almacena a 4°C durante 7 dias maximo.
@ Solucion de fijacion.

Parafolmaldehido 16% 3.0 ml
Buffer de lavado 1X 9.0 ml

Preparar y calentar a 37 ° C antes de su uso.
@ Anticuerpo primario

Anticuerpo primario NF-kB 24 pl
Buffer de lavado 1X 6.0 ml

@ Anticuerpo secundario
Reactivo de Hoechst 3.0 pl
DyLight 488 12.0 pl
Buffer de lavado 1X 6.0 ml

Preparar la solucién antes de su uso.
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“Lo que sabemos es una gota de agua;
lo que ignoramos es el océano”
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