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RESUMEN

En el presente estudio se desarrollé un método que permitié detectar proteinas de
vellosidades intestinales humanas que funcionan como estructuras de unién (receptores)
principalmente para E. coli enteropatégena (EPEC). El método utilizado consistié en
obtener membranas de células mantenidas en cultivo y de vellosidades intestinales
humanas, separar las proteinas por electroforesis (SDS-PAGE), electrotransferirias a
membranas de nitrocelulosa e incubarlas en presencia de bacterias previamente marcadas
con metionina-[S**]. Las proteinas més prominentes y consistentes reconocidas por E. coli
con patrén de adherencia localizado, tuvieron un peso molecular aproximado de 32-33 kDa.
Polipéptidos adicionales de 50-70, 105-130 y de 180-200 kDa también fueron reconocidos
por éstas cepas aunque su union a la bacteria no fue muy consistente como con las proteinas
de 32-33 kDa. Cepas con adherencia difusa y agregativa también reconocieron a las
proteinas de 32-33 kDa, aunque con menor magnitud que las cepas de adherencia
localizada. La relevancia de estas proteinas fue observada con experimentos de inhibicion
en células HEp-2, en los cuales se mostré que las protefnas aisladas de 32-33 kDa
bloquearon principalmente la adherencia bacteriana del patrén localizado. La delipidizacion
de las vellosidades intestinales no inhibié la adherencia bacteriana, sin embargo la
desglicosilacion y oxidacién de aziicares de las membranas de vellosidades decrementd en
alto grado la adherencia de E. coli a las proteinas de 32-33 kDa, indicando que
probablemente la bacteria se une a porciones de carbohidratos que se encuentran en dichas
proteinas. Por otro lado, proteinas desprendidas de EPEC por sonicacién reconocieron a las
protefnas de 32-33 kDa, el peso molecular de estas probables adhesinas fue de 19, 27-30 y
150 kDa.

Los resultados sugieren que proteinas tipo lectinas provenientes de E. coli, actian como
ligando a un sitio de union (receptor) en la célula eucarionte, ésta interaccion que se
encuentra mediada por carbohidratos podria jugar un papel importante en la colonizacion

bacteriana de la mucosa intestinal.



Seccién 1: INTRODUCCION

Escherichia coli es el mayor constituyente de la flora intestinal normal del
organismo. Sin embargo ciertas cepas son consideradas responsables de diarrea infantil
(Robins-Browne et al, 1987). Los primeros reportes sobre la capacidad de cepas de E.coli
para causar diarrea severa en nifios aparecieron en la literatura médica a mediados de los
ahos 40. Bray en Inglaterra y Varela, Aguirre y Carrillo en México describieron, en forma
totalmente independiente, la presencia de cepas de E. coli como germen unico en
coprocultivos obtenidos de infantes con diarreas severas en ambos paises. La publicacion
de un esquema de tipificacion serolégica para antigenos somaticos y flagelares de £. coli
permitid clasificar a las bacterias aisladas de individuos con diarrea como pertenecientes a
un grupo reducido de serotipos (combinaciones antigénicas somatico-flagelares) asociados
con enfermedades diarreicas. Estos serotipos, denominados originalmente como
enteropatégenos, son los que en forma continua se han aislado en todo el mundo hasta la
actualidad. Los estudios recientes de genética poblacional indican que la prevalencia
mundial de estos serotipos se debe a una seleccién clonal de bacterias adaptadas para
colonizar preferentemente el intestino humano (Cravioto et al, 1996).

La asociacién constante de estos serotipos de E. coli con procesos diarreicos, han
permitido plantear medidas de control a través de la biisqueda de los mecanismos comunes
de patogenicidad que comparten la mayoria de tales serotipos. Estos mecanismos
corresponden fundamentalmente a tres tipos: 1) adhesivos, que permiten a las bacterias
acercarse, adherirse y colonizar el epitelio de ciertas 4reas del intestino; 2) produccion de
proteinas bacterianas (toxinas) que estimulan la secrecion de agua y electrolitos al
interactuar con mecanismos bioquimicos de las células del hospedero e 3) invasion y
replicacién dentro del citoplasma de células epiteliales del intestino para evadir los
mecanismos de proteccion del hospedero (Cravioto et al, 1992).

La manera como Escherichia coli enteropatogena (EPEC) causa enfermedad parece



estar relacionada con la habilidad que tienen para adherirse intimamente a la membrana
celular del enterocito, después de haber esfacelado las microvellosidades del intestino
(Knutton et al, 1987). Se ha demostrado, mediante microscopia electronica que esta lesién
involucra un contacto estrecho entre la envoltura bacteriana y la membrana plasmatica de la
célula blanco (Knutton et al, 1987). La adherencia intima de EPEC provoca cambios en el
citoesqueleto de la célula, caracterizado por acumulaciones de filamentos de actina justo
debajo del lugar donde se adhiere la bacteria (Moon et al, 1983). Recientemente se
demostrd que la adherencia de EPEC a células HEp-2 causa una elevacion significativa de
los niveles de calcio intracelular (Baldwin et al, 1991), liberacién de inositol-fosfato
(Foubister et al, 1994) y estimulacién de la actividad de proteincinasas (Baldwin er al,
1990), lo cual produce un incremento en la fosforilacién de proteinas en la célula hospedera
(Manjarrez-Heméndez et al, 1992). Se desconoce el efecto que pueda tener tal incremento
de fosforilacion en la célula misma, sin embargo es posible que produzca alteraciones en el
transporte de iones resultando en una hipersecrecion intestinal (Law, 1994). Tal es el caso
de algunos compuestos como ésteres de forbol, lectinas y la hormona angiotensina que
estimulan la fosforilacién de proteinas y a la vez producen diarrea en modelos animales
(Baldwin et al, 1990). Esto nos hace suponer que EPEC est4 utilizando un receptor que

posee la célula eucarionte cuya naturaleza es aun desconocida.

1.1. Adherencia bacteriana

La adherencia bacteriana a las células del hospedero es la fase inicial en muchas
enfermedades infecciosas (Westerlund and Korhonen, 1993). El proceso de infeccion
requiere de la expresion de moléculas especificas que permiten la adherencia, colonizacion
y la invasién por parte de la bacteria a la célula eucarionte (Sansonetti, 1993). Una vez que
los patégenos han alcanzado la superficie de la mucosa, pueden ocurrir varios eventos

dependiendo de su capacidad invasiva, la naturaleza de las toxinas que producen y su



habilidad para resistir las defensas del hospedero (Sansonetti, 1993).

La adherencia corresponde a una interaccién especifica entre un ligando expresado
en la superficie bacteriana (llamado adhesina) y un receptor en la superficie de la célula
epitelial (Finlay, 1990). La adherencia es una caracteristica de las bacterias gram-negativas,
las cuales poseen en su superficie estructuras supramoleculares conocidas como fimbrias o
pilis (Sansonetti, 1993). Estas estructuras sirven como soporte de las adhesinas ademas de
participar en la presentacion de la adhesina misma a su receptor. Las adhesinas son por lo
general lectinas, las cuales son proteinas que reconocen residuos de azicares que poseen las
glicoproteinas o glicolipidos que se encuentran en la superficie de la célula epitelial
(Sansonetti, 1993). Muchos microorganismos patégenos han aprendido a utilizar los
glicoconjugados de la superficie celular como receptores para su adherencia, un proceso
que facilita la invasioén y colonizacién del hospedero (Rostand and Esko, 1997). Recientes
estudios sugieren que algunos proteoglicanos participan en la adherencia celular y la
seflalizacion intracelular (Ronstand and Esko, 1997).

La especificidad de las lectinas bacterianas por el carbohidrato que se encuentra en
la célula epitelial puede depender no solamente de la estructura primaria de la lectina sino
también de la relacién de la lectina con los otros constituyentes de la superficie bacteriana,
de tal forma que las proteinas estructurales de la fimbria pueden afectar los sitios de
combinacién de la lectina (Ofek and Doyle, 1994). La especificidad de la lectina es definida
por el carbohidrato de la célula eucarionte el cual podria ocupar parte o todos los sitios de
combinacion de la lectina bacteriana (Ofek and Doyle, 1994). Asi la especificidad puede ser
determinada utilizando el carbohidrato para realizar un ensayo de inhibicion a la
adherencia. Las estructuras de los receptores en las células animales puede ser obtenida
utilizando enzimas tales como glicosidasas, galactosa oxidasa o con agentes quimicos tales
como peryodato que modifican los carbohidratos (Ofek et al, 1985).

Para una mejor identificacion del carbohidrato que sirve como sitio de adherencia en

la superficie de la célula eucariética, el receptor debe ser aislado y caracterizado.



1.1.1. Membranas celulares eucaridticas como sustrato para la adherencia bacteriana

Las membranas celulares animales poseen una bicapa lipidica que estd compuesta
por glicerofosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos y esteroles, ademas de proteinas
integrales constitutivas tales como glicoproteinas, que son proteinas cubiertas de
carbohidratos y se encuentran intercaladas en la estructura de la bicapa. Otras glicoproteinas
solamente se mantienen unidas a la superficie de la membrana plasmatica mediante
interacciones idnicas, puentes de hidrégeno o efectos hidrofébicos. A estas glicoproteinas
asociadas a la superficie membranal se les denomina componentes periféricos o extrinsecos
(Lichtenberg et al, 1983). Cambios fundamentales en las glicoproteinas y glicolipidos de
las membranas celulares se han asociado con alteraciones en el comportamiento celular tal
como adhesién celular e inhibicidn por contacto. Estos estudios fueron realizados en células
mantenidas en cultivo donde una disminucién en la adhesién intercelular e inhibicién por
contacto acompafiados por cambios en las glicoproteinas de la membrana han sido
demostrados que ocurren durante la mitosis y después de una transformacion viral (Weiser,
1973). Estos cambios que ocurren en las glicoproteinas de membrana pueden ademas

determinar el comportamiento celular (Weiser, 1973).

1.1.2. Mucosa intestinal

Los enterocitos comprenden cinco tipos de células epiteliales: dos tipos de células
absortivas, unas que cubren la vellosidad ileal y la superficie colénica y otras que se
encuentran sobre los foliculos linfoides; las células de Paneth; las células de goblet
secretoras de moco y las células enteroenddcrinas. El 4rea apical de las células absortivas
poseen vellosidades compuestas de cientos de microvellosidades. El glicocélix es producido

por las vellosidades y se encuentra cubierto por el moco que es secretado por las células de



goblet (Polotsky et al, 1994). Tanto las microvellosidades como el glicocalix expresan una
variedad de glicoproteinas que juegan el papel de receptores para las bacterias entéricas y
sus toxinas. Las placas de Peyer son foliculos linfoides que se encuentran en el intestino
delgado; algunas de las células epiteliales que cubren las placas de Peyer son las células M
(de membrana) especializadas. Las células M carecen de microvellosidades, realizan
pinocitosis activa y transportan macromoléculas desde la luz intestinal a los tejidos

subepiteliales (Abbas et al, 1995).

1.1.3. Receptores de superficie celular

Los constituyentes de superficie de las células animales son importantes para
controlar muchas actividades celulares, tales como desarrollo, diferenciacién, comunicacion
intracelular y reconocimiento de particulas, también como activaciéon de células. Cuando
una membrana celular constitutiva media una o mas de esas actividades por una
combinacion especifica con un agente bioldgico particular (ligando), este se convierte en un
receptor. Los criterios que caracterizan a un receptor son dos: 1) Disponibilidad para
interaccionar especificamente con ligando y 2) que esta interaccién debe permitir una
respuesta bioldgica relevante (Cuatrecasas, 1974). Las reglas generales de esta interaccion
son las mismas para todos los receptores y sus ligandos, como por ejemplo entre un
antigeno y anticuerpo, una lectina y su carbohidrato especifico o una enzima y su sustrato.
En contraste, las consecuencias biolégicas son numerosas, dependiendo del tipo de célula,

la naturaleza del ligando y del receptor (Cuatrecasas,1974).



1.1.4. Expresion de receptores en la superficie celular

En las células existe un cambio dindmico en la produccién y expresion de algin
constituyente de la membrana celular. Los cambios pueden ocurrir en las células que estan
expuestas a la accion de drogas, algunas de las cuales pueden afectar la biosintesis y
expresion de los constituyentes de la membrana celular. Tales cambios pueden ocurrir en
los residuos de carbohidratos de los glicolipidos y glicoproteinas (Gahmberg and
Andersson, 1982). Sin embargo, la proximidad de otros constituyentes de la superficie
celular pueden interferir con la habilidad de la unién de los receptores a sus ligandos

(Gahmberg and Anderson, 1982).

1.1.5. Papel de los carbohidratos en la adherencia bacteriana

Las evidencias sugieren que en muchos casos los carbohidratos (referidos como
azicares) son los marcadores primordiales para el reconocimiento celular. Estos
compuestos pueden ser monosacéridos (los cuales son azicares simples tales como glucosa
y fructuosa), oligosacaridos y polisacaridos, los cuales estan compuestos de cadenas de
monosacaridos (Sharon and Lis, 1993). De tal forma que estas unidades de monosacaridos
que poseen los oligosacdridos pueden servir como punto de adherencia para otras células,
bacterias, virus, toxinas, hormonas y muchas otras moléculas (Sharon and Lis, 1993).
Cientos de estructuras de glicolipidos y glicoproteinas que se encuentran en las células
eucarioticas han sido identificadas como receptores celulares.

El virus de la influenza y muchos otros patégenos humanos poseen proteinas de
superficie que se unen a oligosacaridos que se encuentran en las células humanas (Zopf and
Roth, 1996). Las interacciones no covalentes proteina/carbohidrato en sitios individuales

aunque altamente especificas son débiles. Una fuerte adherencia entre el patdgeno y la



célula resulta de un largo numero de interacciones individuales de protefna/carbohidrato
(Zopf and Roth, 1996).

El efecto protector de fracciones no-inmunoglobulinicas de la leche materna contra
las infecciones gastrointestinales, respiratorias y del tracto urinario durante el primer afio de
vida ha sido atribuida a los oligosacéaridos presentes en la leche materna (Zoph and Roth,
1996). En determinadas concentraciones los oligosacaridos de la leche inhiben la union del
virus de la influenza y de la fimbria S de E. coli enteropatégena a su célula blanco (Zoph

and Roth, 1996).

1.1.6. Lectinas como moléculas que intervienen en el reconocimiento celular

Las lectinas son proteinas que median las interacciones célula-célula por
combinacién con su carbohidrato complementarid en la superficie de 1a célula eucarionte.
Ellas juegan un papel en el control de varios procesos normales y patolégicos en los
organismos vivos (Sharon and Lis, 1989). Esta es una unioén estereoquimica entre una
molécula que acarrea informacién biolégica (lectina), y otra que es capaz de “‘receptar” tal
informacién y transmitirla al interior de la célula eucarionte. Este reconocimiento celular
esta basado en el concepto fundamental de complementaridad entre la “llave y su
cerradura”, el cual fue formulado por Emil Fischer en 1897 para describir la interaccion
entre una enzima y su sustrato (Sharon and Lis, 1993). De tal forma la adherencia
bacteriana es mediada por las lectinas que se encuentran en la superficie de las bacterias que
se unen a su azicar complementario en la célula hospedera; asf la bacteria depende de sus
lectinas para adherirse al hospedero como el primer paso para el proceso de infeccion
(Sharon and Lis, 1993). Diferentes bacterias pueden unirse a diferentes partes del mismo
carbohidrato. Ocasionalmente, solamente una cara del oligosacarido puede ser expuesto en

una célula particular y como resultado la célula se uniré unicamente a un tipo de bacteria y



no a otro. La habilidad de los aziicares que se encuentran en la superficie del hospedero de
servir como sitios de adherencia depende no solamente de la presencia de éstos
carbohidratos sino también de la accesibilidad y su modo de presentacién al ligando
(Sharon and Lis, 1993).

1.2. Generalidades de Escherichia coli

Theodor Escherich un pediatra germano trabajando en Austris, en 1885 describié
unos bacilos cortos, delgados que crecfan cuando la heces de los infantes eran cultivados en
medio de cultivo artificial. Escherich denominé a estos organismos Bacterium coli
commune, la cual es conocida en la actualidad como Escherichia coli (Lior, 1994).
Kauffmann en 1944 fue ¢l primero en clasificar a E. coli por métodos serologicos,
describié 20 grupos “O” basados en la aglutinacién de cultivos hervidos. Knipschildt en
1945 serotipificd otros 5 antigenos “O” y en 1947 Kauffman publicé un esquema
antigénico que consistic de 25 antigenos “O”, 55 antigenos “K” y 19 antigenos “H".
Durante sus investigaciones Kauffman observé que algunas cepas de aislamiento fresco no
aglutinaban en antisueros preparados con antigenos hervidos. La inhibicién de la
aglutinacién podria haber sido destruida por calentamiento de la suspensién bacteriana. De
esta forma el esquema antigénico de E. coli se ha extendido y hasta la fecha se conocen 167
antigenos somaéticos “O”, que facilitan su identificacién (Lior, 1994).

El hébitat primario de E. coli es el tracto gastrointestinal, y principalmente el
intestino delgado de mamiferos y aves. También se encuentra en el agua y en la tiemra,
procedente del habitat primario generalmente por contaminacién fecal.

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, no es la inica especie del
género Escherichia, pero si la més grande, otras especies del género incluyen E.
adecarboxylata, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii y E. vuineris. E. coli es un bacilo



gram-negativo, anaerobio facultativo, utiliza carbono y nitrégeno para sus necesidades
energéticas y metabélicas. De tal manera que este microorganismo se puede multiplicar
efectivamente en un medio que contiene solamente glucosa, amonio y sales minerales.
(Bettelheim, 1994). Algunas especies de este microorganismo se encuentran formando parte
de la flora normal intestinal, pero existen especies que causan infecciones intestinales y del
tracto urinario, que causan enfermedades por varios mecanismos, resultando en sindromes

que difieren clinica y epidemiolégicamente (Kenneth. and Falkow, 1994).

1.2.1. Clasificacion de Escherichia coli

En la actualidad Escherichia coli ha sido identificada como uno de los agentes mas
importantes causantes de una gran variedad de enfermedades entéricas, cada una asociada
con las principales categorias de E. coli o "patotipos”. (Elliot and Nataro, 1995). Un
patotipo se define como una variante de un organismo, el cual posee varios factores de
virulencia que le permiten mediar un mecanismo especifico de patogenicidad. Los patotipos
entéricos clasicos de E. coli incluyen a E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAgGgEQC), E. coli adherente difusa (DAEC) y E. coli enteropatégena (EPEC) (Elliot and
Nataro, 1995).

1.2.1.1. E. coli enterotoxigénica (ETEC)
Es el segundo grupo mas grande asociado con diarrea y fue descrito en la India por
Sack (1980). Las infecciones por E. coli enterotoxigénica afectan tanto a humanos como a

cerdos, pero de manera independiente (Lior, 1994).
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ETEC causa enfermedad debido a que coloniza el intestino delgado y elabora dos
tipos de toxinas: una toxina termolabil (LT) que se une a la proteina G, la cual activa la
adenilato ciclasa incrementando el AMP ciclico y una toxina termoestable (ST) que activa a
la guanilato ciclasa produciendo un incremento de los niveles de GMP ciclico en la célula
hospedera. De tal forma que un cambio en los niveles de GMP ciclico afecta un gran
numero de procesos celulares tales como actividad de bombas iénicas, lo cual produce un
cambio electrolitico en las células de la mucosa intestinal causando diarrea. (Salyers and
Witt, 1994). ETEC produce un grupo de apéndices estructuralmente distintos que se
encuentran en la superficie de ETEC llamados factor de colonizacién de antigenos (CFA),
los cuales promueven la colonizacién del intestino (Gaastra and Graaf 1982). ETEC puede
expresar un gran nimero de CFAs, entre las mas frecuentes CFA/I, CFA/Il y CFA/IV. El
término factor putativo de colonizacién (PCF) ha sido utilizado para los CFAs cuyo papel
en la colonizacién intestinal no ha sido demostrado (Wenneras, 1993), (Salyers and Whitt,
1994).

1.2.1.2. E. coli enterohemorragica (EHEC)

Recientemente EHEC ha sido reconocida como una causa de diarrea severa,
principalmente el serotipo 0157:H7. Las cepas EHEC poseen el gen eaeA que codifica para
la proteina intimina, el cual es similar al gen eaeA de EPEC produciendo la lesion
caracteristica de adherencia y esfacelamiento al igual que lo hace EPEC. La principal
diferencia entre las cepas de EPEC y EHEC es que las cepas de EHEC producen una toxina
igual a la denominada Shiga-like toxin (SLT) (Salyers and Whitt, 1994). Asf la diarrea con
sangre y el sindrome urémico hemolitico asociados con las infecciones de EHEC son
probablemente debidas a la produccién de SLT. El gen que codifica para la SLT se

encuentra en un bacteri6fago, similar al gen de la toxina diftérica. Una caracteristica de las
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cepas de EHEC, importante para la transmision de la enfermedad, es que la cepa 0157:H7
parece colonizar el tracto intestinal de corderos y luego la ingestion por humanos de la

came contaminada podria iniciar la infeccion por esta bacteria (Nataro and Levine, 1994).

1.2.1.3. E. coli enteroinvasiva (EIEC)

EIEC se asemeja en gran parte a Shigella spp, con la cual comparte antigenos
somaticos. EIEC es una bacteria no mévil, al igual que algunas especies de Shigella, las
cepas invasivas poseen un largo plasmido de 140 MDa, la cual codifica ciertos factores de
virulencia (Escherichia coli in domestic animals and humans). En el laboratorio estas cepas
invaden las células HelLa. EIEC invaden las células de la mucosa y se disemina
lateralmente de una célula a otra como lo hace Shigella spp, pero a diferencia de esta no
produce toxina Shiga, un factor importante que podria explicar la ausencia de sindrome

urémico hemolitico HUS por parte de las cepas de EIEC (Nataro and Levine, 1994).

1.2.1.4. E. coli enteroagregativa (EAggEC)

E. coli enteroagregativa (EAggEC), ha sido clasificada recientemente como una
clase de E. coli productora de diarrea. Estudios realizados por Tickoo et al demostraron que
estas cepas colonizan el intestino grueso y delgado de conejos, causando diarrea. EAggEC
se adhiere en forma de acumulos tanto a las células HEp-2 mantenidas en cultivo como al
vidrio de la preparaciéon (Vial er al, 1988). Estudios realizados en Chile, India, Brazil y
México han demostrado una fuerte asociacion de cepas enteroagregativas con diarrea en
nifios y especialmente con diarrea persistente por mas de 14 dias (Lior, 1994). Baudry et al
(1990), describi6 una sonda de DNA para la detecciéon de EAggEC, un fragmento de 1.0 kb



derivado de un plasmido de 55-65 MDa (Vial et a/ 1988). Baldwin er al (1992) reporto que
las cepas no hemoliticas de EAggEC producen una toxina termo-labil que se relaciona
antigénicamente con la hemolisina de £ coli. Savarino et al en 1991 demostré que
EAggEC secreta una toxina termoestable (EAST1) codificada en un largo plasmido. El

papel de la toxina EASTI no esta bien determinado. (Nataro and Levine, 1994).

1.2.1.5. E. coli adherente difusa (DAEC)

E. coli adherente difusa pertenece al serogrupo de EPEC que fue descrito por
Sckaletsky et al en 1984 y denominada EPEC de clase II por Nataro et a/ en 1985. DAEC
ha sido asociada con diarrea aguda y diarrea cronica. Estas cepas se adhieren a las células
HEp-2 de una manera uniforme cubriendo toda la superficie celular (Elliot and Nataro,
1995). Se han identificado dos tipos de adhesinas, una protefna de 100 kDa codificada en
un plasmido en la cepa O126:H7 y una fimbria codificada en el cromosoma bacteriano
aislada de la cepa serogrupo O75. Existen dos reportes recientes que asocian a DAEC con
diarreas en nifios mayas y de Bangladesh y aunque se ha demostrado que estas cepas
producen diarrea en voluntarios, hasta la fecha el mecanismo patdgeno ain no ha sido

caracterizado (Yamamoto ef al, 1996), (Giron et a/, 1991. a.).

1.2.1.6. Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

El témino Escherichia coli enteropatégena (EPEC), fue utilizado por primera vez
por Neter et al. en 1955 para describir cepas de Escherichia coli aisladas de diarrea infantil.
(Law, 1994). Levine et al. en 1978, demostraron que dos cepas aisladas de diferentes

serogrupos carecfan de propiedades enterotoxicas y enteroinvasivas. Mediante estudios

13



realizados con biopsias de intestino de nifios infectados se demostré que EPEC se adhiere a
la mucosa del intestino. A diferencia de otras E. coli, las cepas EPEC presentan la
capacidad de adherirse en forma de microcolonias a células epiteliales mantenidas en
cultivo (Sckalestky er al.,1984). A este tipo de adherencia se le ha llamado localizada para
diferenciarla de la adherencia difusa y agregativa. Baldini ef al en (1983), reportaron que la
adherencia localizada se encuentra relacionada con la presencia de un plasmido de 60 MDa
denominado pMAR?2. Las cepas curadas del plasmido pierden la capacidad de adherirse en
forma localizada (Donnenberg and Kaper, 1992). Las cepas de E. coli que poseen
adherencia localizada tienen un plismido de 55 a 70 MDa denominado "Factor de
adherencia de EPEC" (EAF). Por otro lado Girén et al, en (1991) describieron unos pilis de
aproximadamente 3 mm de didmetro que no lo expresaban las cepas curadas del plasmido
EAF. A estas estructuras se las 1lamé pilis formadores de haces (BFP), los cuales fueron
purificados de EPEC (cepa B171 serotipo 0111:NM), esta fimbria tiende a agregarse
formando haces que pueden ser visualizadas por microscopia electrénica. Los anticuerpos
dirigidos contra las BFP inhiben parcialmente 1a adherencia localizada que presentan las
cepas enteropatégenas (Girdn ef al 1991. b.). La secuencia amino terminal de las BFP
demuestra que existe cierta homologia con el pili Tcp de la toxina de Vibrio cholerae y con
otros miembros de la familia de los pilis tipo [V (Law 1994).

Muchos reportes confirman que EPEC es capaz de inducir alteraciones del
citoesqueleto en las células epiteliales en modelos animales y en humanos infectados con
EPEC (Donnenberg and Kaper, 1992). Los enterocitos afectados exhiben una pérdida de las
microvellosidades y un rearreglo de elementos del citoesqueleto, con acumulacion de los
filamentos de actina, actinina, ezrina y talina debajo del sitio donde la bacteria se adhiere
intimamente a la célula (Knutton er al, 1989). El efecto ha sido llamado de adherencia y
esfacelamiento (A/E), que fue descrito primera vez por Staley en 1969 (Law, 1994). La
lesién A/E ha sido observada ademéas en EHEC, Helicobacter pylori, Citrobacter freundii y
Hapfhnia alvei (Law, 1994).
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El rearreglo del citoesqueleto parece ser iniciado por la activacién de tirosinasinas de
la célula hospedera después de la infeccion con EPEC; la induccién de la actividad de estas
tirosinacinasas se encuentra mediada por productos del gen cfm de EPEC (Rosenshine et al,
1992), estos productos probablemente interaccionan con los receptores de la célula epitelial
para inducir la fosforilacion de tirosina de varias proteinas celulares (Kenny and Finlay,
1997). La intimina una proteina que se encuentra en la membrana extema de EPEC est4
involucrada en la adherencia {ntima de la bacteria a la superficie de la célula eucaridtica
(Rosenshine and Finlay, 1993). EPEC también causa un incremento en la concentracion de
calcio libre intracelular en células infectadas (Baldwin et a/, 1991), produccién del inositol-
fosfato (Foubister ef al, 1994) y estimulacion de la actividad de proteinquinasas (Baldwin er
al, 1990), lo cual produce un incremento en la fosforilacién de proteinas de la célula
hospedera (Manjarrez-Hemandez er a/, 1992). Existe una fuerte asociacion entre las vias de
transduccion de sefiales celulares explotadas por la infeccién de EPEC y la produccién de la
lesion de adherencia y esfacelamiento que destruye las microvellosidades del enterocito.
Sin embargo se desconoce el efecto que pueda tener tal incremento de fosforilacién de
proteinas celulares en el transporte de iones y en la permeabilidad celular (Law, 1994). Se
sabe que algunos ésteres de forbol, lectinas y la hormona angiotensina estimulan la
fosforilacién de proteinas y a la vez producen diarrea en modelos animales (Baldwin et al,
1990).

La naturaleza del receptor de EPEC es aun desconocida, sin embargo, se ha
demostrado que fracciones de oligosacaridos de leche materna pueden inhibir la adherencia
a células HEp-2 (Cravioto er al, 1991). Chart et al (1991) encontraron que el &cido linoleico
es capaz de producir inhibicién en células HEp-2. No obstante existe la posibilidad de que
estos compuestos inhiban la adherencia en una forma indirecta, esto es, por interacciones
con compuestos adyacentes no involucrados directamente en la adhesién pero que afectan
la unidén bacteria-célula por un efecto estérico.

Se tienen evidencias de que carbohidratos median la adherencia de EPEC a la



mucosa intestinal, sin embargo se desconoce si estos carbohidratos estan unidos a proteinas
o a dcidos grasos que a su vez forman parte de la superficie celular.
El objetivo del presente trabajo es identificar el receptor o estructuras de unidn a las

cuales EPEC se adhiere.



Seccion 2: MATERIAL Y METODOS

2.1. Aparatos

2.1.1. Electroforesis

PAGE 1D. Separador de geles (1 y 1.5 mm de espesor); placas de vidrio de 16x18 cm;
camara de electroforesis vertical HOEFER Scientific Instruments, Modelo N° SE600;
fuente de poder LKB, Modelo 2103; refrigerante BRL, Modelo RB-200.

PAGE 2D. Tubos capilares (1.0x7.5 mm); camara de electroforesis vertical HOEFER
Scientific Intruments, Modelo N° SE600; secador de geles BIO-RAD, Modelo 543,
refrigerante BRL, Modelo RB-200.

2.1.1. Centrifugacion

Centrifuga de mesa EPPENDORF, Modelo 5415 C; centrifuga (Dupont), Modelo
SORVALL RT 6000 D, rotor SORVALL H 1000 B; ultracentrifuga (Dupont), Modelo
SORVALL RC M120 EX, rotor S120AT2-0139.

2.1.3. Varios

Electroelucién. Electroelutor (BIO-RAD), Modelo 422.

Electrotransferencia en semi-seco. Camara de electrotransferencia (Pharmacia), Modelo

Novablot LKB Multiphor II.
Contador de centelleo. Beckman LS 7000.
Sonicacién. Sonicador (SONICS), Modelo VCSOT.
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Cromatografia. Aparato de Cromatografia liquida (FPLC); columna de cromalografia

Superosa 12, HR10/30, Pharmacia LKB.

2.2, Materiales

2.2.1. Reactivos

Electroforesis grado PAGE. Acrilamida, N, N’- Methylene-bis-acrilamida, Duodecil
Sulfato de Sodio, (Sigma Chemical Company); TEMED (LKB); persulfato de amonio
(GIBCO BRL). azul de comassie R-250 (GIBCO BRL), anfolinas pH 3.5-10 y pH 5.0-7.0
(LKB).

Membranas para electrotransferencia. Nitrocelulosa (0.45 pm) GIBCO BRL.
Radioisétopos. Metionina [S*] 0.4 mCi, NEN Research Products, Dupont Wilmington,
Delawere.

Reactivos quimicos. m-peryodato de sodio (Sigma Chemical Company).

Reactivos inmunoquimicos. Anticuerpos anti-fibronectina humana No.Producto F3648.
Inmunoglobulina anticonejo tipo IgG producida en cabra y acoplada con peroxidasa
(Affinity Purified Antibody to Rabbit IgG (H+L) Goat).

Proteinas.

(1) Inhibidores de proteasas: Leupeptina, aprotinina, inhibidor de tripsina (Sigma Chemical
Company).

(2) Enzimas: Endoglicosidasa H (Sigma), glycopeptidase F peptide N-glycosidase (Sigma).
(3) Marcadores de peso molecular para electroforesis en geles de poliacrilamida:
Fosforilasa b (94,000 daltones), albumina sérica (67,000 daltones), ovalbumina (43,000
daltones), anhidrasa carbonica (30,000 daltones), inhibidor de tripsina (20,100

daltones), o-lacto albimina (14,400 daltones). Pharmacia.



2.2.2 Células

(1) Cepas bacterianas. Las cepas bacterianas de Escherichia coli que se utilizaron en el
presente estudio fueron obtenidas de nifios con diarrea, menores de cinco afios. Las cepas
fueron proporcionadas por el Bidlogo Armando Navarro y el Dr. Alejandro Cravioto y
serotipificadas en el Laboratorio de Salud Publica de 1a Facultad de Medicina U.N.A.M.

(2) Lineas celulares. HEp-2 (carcinoma de laringe humano); Caco-2 (adenocarcinoma de
colon humano).

(3) Muestras. Las muestras de intestino delgado de nifio fueron obtenidas de autopsias y
proporcionadas por el Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Pediatria;

también fueron utilizadas muestras de intestino delgado de cerdo.
2.2.3. Medios de cultivo

Medio sintético. (NH4H,PO,4 1g, glucosa 5g, NaCl 5 g, MgS04.7H20 0.2g, K,HPO, | g,
H,0 1000 ml, pH 7.2)
Medio de cultivo celular. Medio Eagle Dulbecco (DMEM).

2.3. Métodos
2.3.1. Cultivo bacteriano

Las cepas bacterianas se crecieron en medio casoy liquido (3g casoy en 100 ml de
agua desionizada) por 8 horas a 37°C, posteriormente se tomé dos gotas de la suspension

bacteriana y fueron sembradas en medio sintético con manosa al 1%, se dejaron crecer por
12 horas.



Marcaje radioactivo de bacterias. Las cepas de E. coli se crecieron en medio
sintético a 37°C en presencia de metionina-[S”] 0.4 mCi por m! (actividad especifica,
1140.0 Ci/mmol). Las bacterias fueron cosechadas y lavadas cuatro veces con solucion
salina de fosfatos pH 7.4 (PBS) y resuspendida en el mismo medio a concentracién de

3x108 CFU/ml. La incorporacion de metionina-[S”] fue entre 0.015 y 0.1 cpm/CFU.

2.3.2. Cultivo celular

Las células Hep-2 y Caco-2 fueron cuntivadas en frascos de plastico a 37°C en
medio Eagle Dulbecco (DMEM), suplementado con suero fetal bovino al 10 y 20%,
respectivamente. Las células se mantuvieron en una atmoésfera de 5% de CO, . El medio fue
reemplazado cada dos dias y las células fueron colectadas cuando alcanzaron un 80% de

confluencia.

2.3.3 Ensayo de adherencia a células Hep-2

Las cepas fueron crecidas durante un periodo de 18 h a 37°C, en 1 ml de caldo
triptona al 1%, conteniendo 1% de D-manosa. La turbidez que se obtuvo después de esta
incubacion fue comparable al estdindar de McFarland, 6 x 10* unidades formadoras de
colonia/ml (UFC/ml). Se empled la técnica descrita por Cravioto et al (1979). La prueba s
desarrollé colocando una lenteja de vidrio de 1 cm de didmetro en cada uno de los 24 pozos
de una placa de polipropileno, a las cuales se les agregd una suspensién de células HEp-2 a
una concentracién de 2.5 x 10*/ml, se incubaron a 37°C con 5% de C0? durante 24 h para
formar una monocapa con 80% de confluencia.

Después de este tiempo el medio de cultivo se eliminé de los pozos y se lavo con
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PBS pH 7.2; posteriormente se agregd 1x10* bacterias en 1.0 m| de medio de cultivo celular
(medio esencial minimo de Eagle), se incluyé un control positivo y un pozo con la cepa
HBI101, negativa a la adherencia. La placa se incub6 por 3 h a 37°C en atmésfera de 5% de
CO0,, después de este perfodo de incubacién se descarté el medio y se lavd tres veces cada
pozo con | ml de BBS, con la finalidad de eliminar las bacterias no adheridas a las células;
las células se fi)aron con 1 ml de metanol dejandolo actuar durante 20 minutos y
posteriormente se tifieron con el colorante de Giemsa durante 20 minutos, se lavaron tres
veces con | ml de agua desionizada, para eliminar el exceso de colorante. La lenteja con
células se deshidraté pasandola por acetona, acetona-xileno y xileno, la preparacién s
colocé en un portaobjetos fijandola con balsamo de canada para observarla posteriormente

en microscopio de luz.

2.3.4. Obtencion de mebranas a partir de células HEp-2

Las células HEp-2 fueron obtenidas a partir de cultivos celulares. El medio de
cultivo se deseché y la monocapa celular se lavé tres veces con PBS frio (NaCl 8.5g,
Na,HPO, 1.07g NaH,PO, 0.3g, pH 7.2). La monocapa se desprendié raspandola con un
gendarme de plastico y las células fueron colectadas por centrifugacién a 500 g por S
minutos a 4°C y lavadas dos veces con PBS frio y una vez con solucién de lisis (10 mM
HEPES, 1mM MgCl,, | mM EDTA, pH 7.4). El botdn obtenido se resuspendi6 en solucion
de lisis, dejandolo en reposo a 4°C durante 20 minutos para permitir que aumente el
volumen intracelular. Las células enteras fueron lisadas al ser pasadas a través de una aguja
de 27x13 mm. Las células enteras y los nicleos fueron removidos por centrifugacién a 500
g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue centrifugado a 45,000 g por 1 h a 4°C. El
botén resultante que contiene las membranas fue resuspendido en PBS y guardado en

alicuotas a -20°C hervidas por 5 minutos en solucién de Laemmli (Magee et al, 1987 ).
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2.3.5. Preparacion del moco intestinal

Los segmentos de intestino delgado fueron lavados con PBS frio que contiene
inhibidores de proteasas (PMSF 1.0 mM, EDTA 1.0 mM, leupeptin 25 pg/ml), luego
fueron lavados suavemente con PBS conteniendo 1 mM de DTT para remover su
contenido. Posteriormente el tubo intestinal fue abierto a todo lo largo par aexponer la
mucosa, el epitelio fue raspado con una espétula y colectado en PBS con inhibidores de
proteasas. La suspensién fue homogenizada por agitaciéon en un vortex, las células y las
particulas pequefias fueron removidas por centrifugacién a 15,000 g por 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante fue colectado y utilizado como preparaciéon d mucosa cruda (Willemsen
and Graaf, 1992). Los inhibidores de proteasas fueron proporcionados por Sigma Chemical
Co (St. Louis, Mo).

2.3.6. Preparacion de las vellosidades intestinales

Las vellosidades fueron preparadas por el método de Saxon et al.(1994). El
siguiente procedimiento fue llevado a cabo a 4°C. Una porcién de intestino delgado fresco
(10 cm aproximadamente), fue lavado suavemente con PBS conteniendo ImM de DTT para
remover su contenido. Posteriormente el tubo intestinal fue abierto a todo lo largo para
exponer la mucosa, el epitelio fue raspado con una espitula y colectado en PBS
conteniendo 25 mg/ml leupeptina, 25 mg/ml aprotinina, ImM PMSF y ImM EDTA. EL
epitelio celular fue resuspendido en 20 ml de solucién A (S mM EDTA, HEPES-Tris | mM
pH 7.5), conteniendo ImM PMSF y ImM DTT, posteriormente fue homogeneizado
suavemente pasandolo a través de una aguja (17x13 mm) con jeringa (20 veces). Después el
homogenizado se centrifugd a 500g durante 15 minutos, el botén obtenido se resuspendio

en 20 ml de solucion A y nuevamente fue centrifugado a 800g durante 15 minutos.
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Posteriormente las vellosidades obtenidas fueron resuspendidas en un pequefio volumen de
soluciéon B (0.8 mM EDTA, 0.09 M NaCl, | mM HEPES-Tris, pH 7.5), conteniendo 1mM
PMSF, ImM DTT y fue filtrado a través de una malla de nylon de 60 mm de abertura para
remover los agregados. Las vellosidades fueron recuperadas por centrifugaciéon a 800g
durante 10 minutos. El botén se lavé una vez més con solucién B fresca y se resuspendio en
10m1 de PBS guardandose en alicuotas a -20°C o hirviéndose por 5§ minutos en solucién de
Laemmli. La pureza de la preparacion y la presencia de vellosidades intactas fue

confirmada mediante microscopio de luz.

2.3.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas de membrana celular fueron separadas esencialmente por el método
descrito por Laemmli, (1970), denominado Electroforesis en geles de Poliacrilamida en
Duodecil Sulfato Sédico (SDS-PAGE). Las membranas celulares fueron hervidas por 5
minutos en solucién de Laemmli (SDS 0.12g, B-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol
0.05 %, glicerol 10 %, Tris-HC1 0.063 M, pH 6.8), para solubilizar las protefnas y liberarlas
de la bicapa lipidica, reducir los puentes de cisteina y abrir o desdoblar las proteinas para la
separacion electroforética optima. Las soluciones que se utilizaron para preparar 30 ml y

realizar la SDS-PAGE son las siguientes:
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Gel separador

Acrilamida-bis Acrilamida (30:0.8) 11.0 ml
Solucion pH 8.8 375 ml
SDS al 10% 03 ml
Persulfato de amonio al 10% 1.5 ml
Agua desionizada 13.45 ml
TEMED 0.015 ml

Gel concentrador

Acrilamida-bis Acrilamida (30:0.8) 1.250 ml
Solucién pH 6.8 250 ml
SDS al 10% 0.1 ml
Persulfato de amonio al 10% 05 ml
Agua desionizada 575 ml
TEMED 0.075 ml

Solucién amortiguadora de corrida

Tris _ 30 g
Glicina 144 g
SDS 50 g
Agua desionizada 1000 ml
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La electroforesis se realiz6 a un amperaje constante de 40 mA para el gel
concentrador y 60 mA para el gel separador.

Después de la separacion SDS-PAGE a un porcentaje de 11-12.5% de
poliacrilamida los geles fueron ya sea teflidos en azul de Coomassie (Azul de Coomassie

0.1%, metanol 30%, acido acético 10%) o electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa.

2.3.8. Electroelucion de las proteinas de 32-33 kDa

Se realizé una electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE para separar las
proteinas de las vellosidades intestinales. Posteriormente se tifié el gel con azul de
coomassie (R-250) al 0.05% en agua para localizar las protefnas de interés, después de
desteflirlo con agua se cort6 con un bisturi y se extrajo la porcidn del gel que contenia las
bandas de proteinas de 32 y 33 kDa. Los pedazos del gel de aproximadamente 1.5 mm se
colocaron en tubos de vidrio que contenfan las membranas de dialisis. Como solucion
electrodo se utiliz6 0.025M de TRIS base, 1.92M de glicina y 1% de SDS (pH 8.3). La
electroelucidn se realizé a un miliamperaje constante de 15 miliamperios (mA) por cada
membrana de didlisis durante 3 horas. El aparato empleado fue el Electroelutor de Bio-Rad
Modelo 422.

2.3.9. Cuantificacion de proteinas

Para determinar la cantidad de proteinas totales se utiliz6 el método de Bradford
(Bradford, 1976). Se tomaron una serie de muestras de proteinas y el contenido de proteina
de las muestras fue determinada de la curva estandar obtenida de la absorbancia a 570 nm

de concentraciones conocidas de albiimina sérica bovina (BSA). La curva estandar se
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mantuvo lineal entre 20 y 150 pg en 100 pl de proteina.

Para determinar la cantidad de proteinas de 32-33 kDa electroeluidas, se utilizo el
método de Wong (Wong et al, 1985). Se realiz6 una electroforesis (SDS-PAGE), se tifieron
las bandas con azul de Coomassie, se cortaron y se maceraron, ¢l azul de Coomassie se
eluy6 con metanol al 80% a temperatura ambiente toda la noche. La absorbancia se midi6 a

585 nm y determinada de la curva estandar de concentraciones de BSA.

2.3.10. Electroforesis en geles de dos dimensiones

Se utilizd la técnica de O'Farrell et a/ (1975). La primera dimensién se corrié en
tubos de 1.5 mm de didmetro por 13 cm de longuitud, se preparé una soluciéon de gel
desgasificada Acrilamida-bisacrilamida (27:1.35), urea 5.7 g, CHAPS 0.1 g, anfolinas 0.4
ml (pH 3.5-10), 0.1 mil (pH 5-7). Se desgasifica antes de agregar 0.1 ml de Nonidet P-40
(detergente no idnico) y finalmente se induce la polimerizacién agregando 20 ml de
TEMED y 0.1 g/ml de persulfato de amonio al 10%. Los tubos se llenaron con la solucion
del gel y después que polimerizé, se colocaron en la cdmara de electroforesis, se precorrio a
200 voltios durante una hora para formar el gradiente. Se utilizé 0.02 N de hidroxido de
sodio como solucién catidnica y acido ortofosférico al 0.085% como solucién anidnica.
Una vez que se inyecté la muestra se dejo correr por 19 horas a un voltaje de 500 voltios y
la ultima hora se aument6 a 1000 voltios para que el isoelectroenfoque sea mas definido a
final de la electroforesis. La muestra (100 ml) se mezclo con 10 ml de solucién C-MIX (50
mg SDS, 150 mg DTT, 0.5 ml de anfolinas, 0.4 ml Triton X-100), en presencia de SO mg de
urea, la preparacion de la muestra no se debe calentar. En la segunda dimension se realiza
una electroforesis en SDS-PAGE al 11% como se explica en el inciso 4, cuando el gel
plano ha polimerizado se encuentra listo para recibir el gel tubular que contiene las

proteinas separadas por enfoque isoeléctrico en la primera dimension. El gel tubular se
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colocd horizontalmente sobre el gel concentrador de la segunda dimension, se le agregé

solucién de Laemmli y se dejo correr a 40 mA. Después de la electroforesis el gel se tiid

con azul de Coomassie.

2.3.11. Electrotransferencia

La electrotransferencia de proteinas se llevo a cabo utilizando el método
electroforético horizontal en semi-seco (Harlow and Lane,1988). El método estd basado en
la transferencia de las proteinas separadas en los geles de poliacrilamida a membranas de
nitrocelulosa, mediante una solucién electrodo (Tris 50 mM, glicina 380 mM, SDS 0.1%,

metanol 20%) y una camara de electrotransferencia (Pharmacia LKB, Multiphor).
De la siguiente manera:

1) Se cortan seis hojas de papel absorbente (Whatman 3 mm o equivalente) y
una hoja de nitrocelulosa del mismo tamafio del gel. Es importante evitar que el
papel sobresalga el borde del gel para que la transferencia sea eficiente.

2) Se sumergen cuidadosamente la membrana de nitrocelulosa en agua
destilada por dos minutos. Posteriormente sumergir €l papel absorbente y la
membrana de nitrocelulosa en solucién de transferencia.

3) En la parte inferior del aparato (4nodo) ensamblar el gel, nitrocelulosa y
papel filtro en el siguiente orden:

- tres hojas de papel filtro absorbente empapados con solucidn de

transferencia

- una membrana de nitrocelulosa empapada en solucion de transferencia

- gel de poliacrilamida empapado en solucidn de transferencia

27



2.3.12,

- tres hojas de papel filtro absorbente empapados con solucién de

transferencia.

4) Se evita la formacion de burbujas de aire removiendo cuidadosamente sies
que estas se han formado. Poner cuidadosamente el electrodo superior (el catodo)

sobre el sandwich de papel, membrana y gel recién formados.

5) La transferencia se realizé a miliamperage constante (mA) de acuerdo con
la siguiente regla 1.0 mA/cmz, unidades de transferencia por 1.5 horas
aproximadamente.

6) El gel de poliacrilamida se tifi6 con azul de coomassie para verificar la
transferencia.

7) La membrana de nitrocelulosa se tifi6 con Ponceau S para verificar la

eficiencia de la transferencia de las proteinas.

Tincion de la membrana de nitrocelulosa con Ponceau S

1.- Lavar la membrana de nitrocelulosa con PBS después de la transferencia.

2.- Agregar Ponceau S diluido a la membrana e incubarla por 5-10 minutos a
temperatura ambiente con agitacion.

3.- Transferir la membrana de nitrocelulosa a un recipiente con PBS y enjuagarlo
por  1-2 minutos con varios cambios de PBS.

4.- Una vez marcada la posicién de las proteinas transferidas a la membrana, se

destiile totalmente enjuagandola con PBS o agua.
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Ponceau S

Ponceau S 2%
Acido Tricloroacético 30%
Acido sulfosalicilico (Sigma) 30%

2.3.13. Ensayo de adherencia a proteinas transferidas

Una vez que las proteinas de vellosidades intestinales fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (ver electrotransferencia) se procedié a bloquear dichas
membranas con leche semidescremada al 5% por 2 horas utilizando agitacién leve. La
solucién bloqueadora se cambié 3 veces durante este tiempo. Las bacterias previamente
crecidas y marcadas con metionina-[S”] se incubaron por una hora con las membranas de
nitrocelulosa a una concentracidn bacteriana aproximada de 108 bacterias/ml, la incubacion
se realizd a temperatura ambiente y con ligero movimiento. Después de esta incubacién las
membranas de nitrocelulosa fueron lavadas seis veces con PBS. Finalmente las membranas
de nitrocelulosa secas, fueron expuestas a una pelicula de autorradiografia en completa
obscuridad. Las bacterias que reconocieron las proteinas intestinales fueron detectadas

después de revelar la autorradiografia.
2.3.14. Eliminacion de lipidos de las vellosidades intestinales

Los lipidos fueron removidos de las vellosidades mediante dos extracciones con una
solucién de cloroformo-metanol-agua 4:8:3 (vol/vol/vol) segin la técnica descrita por
Svennerholm et al (1990). Las fracciones de membranas delipidadas se centrifugaron a

10,000 g por 10 minutos y luego resuspendidas en PBS.
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2.3.15. Desglicosilacion y oxidacion de azucares de las vellosidades intestinales

Las proteinas de vellosidades transferidas a las membranas de nitrocelulosa fueron
incubadas con Endo-glicosidasa F (PNGase Sigma Chemical Co.), segun el método de Fage
and Chrispeels, (1985). Para la oxidacién de aziicares se utilizd meta-peryodato de sodio a
una concentracion de 100 mM en una solucién de 100mM de acetato de sodio, pH 5.2. Las
vellosidades intestinales fueron oxidadas por esta solucion después de realizar la
electroforesis y electrotransferencia de las proteinas. Las tiras de nitrocelulosa fueron
incubadas toda la noche en la oscuridad en medio ambiente con la solucién de meta-
peryodato de sodio. Después de la incubacion, las preparaciones se lavaron con PBS y se

realiz6 el ensayo de adherencia para detectar la presencia de bacterias.

2.3.16. Efecto de inhibicion bacteriana por las proteinas de 32-33 kDa

Las proteinas de 32-33 kDa electroeluidas (5.0 y 10.0 pug/ml aproximadamente) se
incubaron previamente con las cepas de E. coli por 30 minutos a temperatura ambiente
antes de realizar el ensayo de adherencia descrito anteriormente. Los controles consistieron
en proteinas de vellosidades intestinales que recibieron el mismo proceso de aislamiento
que las proteinas de 32-33 kDa.

Para determinar el grado de inhibicién bacteriana se contaron las bacterias adheridas
a 200 células HEp-2 seleccionadas al azar. Cada experimento se realizé por duplicado y se
repiti6 3 veces. La inhibicién de la adherencia se expresé como el porcentaje total de

células comparadas con el control del experimento.
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2.3.17. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media de una desviacién estandar. Las

diferencias entre los dos grupos fueron determinados mediante la prueba de ¢ de Students de
dos colas. (P< 0.05).

2.3.18. Obtencion de proteinas asociadas a superficie bacteriana de EPEC

Las cepas de EPEC, crecidas en medio sintético durante la noche (16 horas), fueron
lavadas tres veces con PBS. El botén bacteriano final se resuspendié en 0.5-1ml de medio
sintético (dependiendo del tamafio del botén), se desprendieron las proteinas de superficie
bacteriana por efecto mecanico complementado con una breve sonicacion (tres veces a 25
watts por intervalos de 30 segundos a 4°C. (Brinton, 1959). Se verificé que el tratamiento
de sonicacién no rompiera la bacteria, esto se realizd mediante tincién de la bacteria y
observacioén de estas al microscopio dptico después de haber sido sonicadas por diversos
periodos de tiempo. La suspension sonicada fue centrifugada a 10,000 g por 20 minutos. El
sobrenadante conteniendo las proteinas de superficie de EPEC fue colectado y filtrado a

través de una membrana de 0.22 um.

2.3.19. Ensayo de reconocimiento de las proteinas de 32-33 kDa por las proteinas

asociadas a superficie bacteriana.

Las proteinas de superficie bacteriana obtenidas por sonicacion y marcadas con
metionina [S*] se incubaron por una hora a 37°C con las proteinas de 32-33 kDa

previamente transferidas a las membranas de nitrocelulosa, se lavé tres veces con PBS para
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eliminar las proteinas de superficic no adheridas, luego se cortaron las bandas de la
nitrocelulosa que supuestamente tendrian las proteinas de superficie bacteriana que
reconocieron a las proteinas de 32-33 kDa, se las colocé en un tubo eppendorf se le agregd
0.5 ml de sarkosyl, se calenté por 5 minutos para desprender todo lo adherido a la
nitrocelulosa, se tomaron como muestras que se corrieron en un gel de poliacrilamida, se
tifieron con azul de Commassie, se secd el gel en un secador de geles, y luego los

resultados se analizaron por medio de una autorradiografia.
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Seccién 3: RESULTADOS

3.1. Modelo para el estudio de Ia adherencia bacteriana

Se establecié un modelo in vitro que permitié detectar proteinas provenientes de
células cpiteliales que interactiian con cepas de E. coli. En esencia el método consisti6 en la
obtencion de las membranas celulares, separacion electroforética de las proteinas y
transferencia de las mismas a membranas de nitrocelulosa sobre las cuales, fueron
incubadas bacterias marcadas radioactivamente con metionina-[S”]. Finalmente las
proteinas que fueron reconocidas por las bacterias fueron detectadas por autorradiografia.

Después de investigar las condiciones 6ptimas para el desarrollo del modelo de
adherencia se logré estandarizar la metodologia de la siguiente manera:

1) Se corrieron aproximadamente 50 g de proteinas de membrana citoplasmica por
carril en un gel de 20x30 cm al 11.0% de poliacrilamida.

2) El gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa a 200 mA por 2 horas.

3) Se encontré que la leche semidescremada al 5% es el mejor bloqueador para
cubrir los sitios libres en la membrana de nitrocelulosa y de esta manera se evité la unién
inespecifica de las bacterias a la nitrocelulosa.

4) La cantidad de bacterias mas apropiada para incubar con las membranas de
nitrocelulosa fue de U(lO8 bact./ml.

5) La incorporacién de la marca radioactiva, metionina-[SSS], por bacteria que dio
mejores resultados fue de 0.015 a 0.1 cpm/CFU.

6) El tiempo de incubacion de las bacterias con las membranas de nitrocelulosa, mas
adecuado para poder detectar las bandas limpias, y sin fondo inespecifico radioactivo fue de
1 hora, a temperatura ambiente y en medio sintético. Durante este tiempo la incubacién se

mantuvo en movimiento ligero (casi imperseptible).
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3.1.1. E. coli enteropatogena reconoce proteinas de membrana de células mantenidas en

cultivo

Encontramos que las membranas de células HEp-2 y Caco-2 (estas ultimas
diferenciadas) contenfan varios polipéptidos que fueron reconocidos por cepas de EPEC.
Las mas prominentes y consistentes fueron dos proteinas de peso molecular aparente de 32
y 33 Kilodaltones (kDa) (Fig. 1). En algunos casos polipéptidos adicionales de peso
molecular aproximado de 50-70, 105-130 y 180-200 kDa también fueron reconocidos por
las mismas cepas, aunque la deteccién fue débil y variable. La intensidad de bandas de las
proteinas de 32 y 33 kDa fue mayor cuando las bacterias fueron incubadas con las proteinas
de células Caco-2 en comparacién con las HEp-2. Esto probablemente se debe a que las
células Caco-2 diferenciadas tienen mas membrana citoplasmica debido a la formacion de
las microvellosidades. Por otro lado, las bacterias no reconocieron ninguna proteina en la

fraccién citosdlica proveniente de los dos tipos celulares.

3.1.2. Cepas de E. coli reconocen proteinas de membrana de vellosidades de intestino

delgado humano y de cerdo.

El reconocimiento de proteinas provenientes de vellosidades de intestino humano y
de cerdo por cepas de E. coli, fue estudiado utilizando el mismo modelo de
electrotransferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa.

Se encontré que unicamente las cepas que tienen la habilidad de adherirse a céluias
HEp-2 en cultivo fueron capaces de reconocer principalmente las proteinas de 32 y 33 kDa
(Fig. 1). Estas proteinas fueron reconocidas consistentemente por cepas de EPEC de
distintos serotipos 0127:H6, 0119:H6, OR:H6, 0142:H6, 0111:NM, 01 lS:H-, 0157:H7,

077:H18, 055:H6. Ademas, otras proteinas con peso molecular similar al encontrado en las
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células HEp-2 y Caco-2 fueron reconocidas por distintas cepas de EPEC en las vellosidad
tanto de intestino humano como de cerdo. Dichas proteinas tienen un peso molecular
aproximado de 50-70, 105-130 y 180-200 kDa, el reconocimiento en este caso fue débil y
variable (Fig 2 A).

Cuando la preparacién de vellosidades fue mantenida a temperatura ambiente por
una hora, algunas bandas de 17, 20 y 25 kDa aparecieron, mientras que las bandas de 32, 33
y 50-70 kDa disminuyeron en intensidad después de incubarlas con las bacterias marcadas
(Fig 2 B). Por lo tanto, es probable que los polipéptidos de 17, 20 y 25 kDa sean producto
de degradacién de proteinas més grandes.
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Figura, 1.- Adherencia de E. coli enteropatégena (EPEC) a proteinas separadas
electroforéticamente y transferidas a nitrocelulosa. Geles (SDS-PAGE) de proteinas
obtenidas de vellosidades humanas (M.V.H.) y de las lineas celulares Hep-2 y Caco-2. (A)
Tincién con azul de coomassie mostrando la distribucién de las proteinas entre las
fracciones membranales (P) y citosélicas (S). (B) Autorradiografia mostrando la adherencia
de la bacteria marcada radioactivamente a proteinas obtenidas de vellosidades y células
Hep-2 y Caco-2.
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Figura. 2.- Autorradiografia que demuestra el reconocimiento de cepas EPEC a fracciones
de vellosidades intestinales humanas separadas por SDS-PAGE. A) Cepas de diferentes
serotipos. Carril 1. B171 (0111:HMN), Carril 2. 88255 (OR:H6), Carril 3, 2036/80 (0119).
B) Unién de EPEC (cepa E2348/69) a: fracciones de vellosidades intestinales (carril 1);
fraccién de moco intestinal (carril 2); fraccion membranal de vellosidades sin inhibidores
de proteasas (carril 3). Las flechas sefialan la posicion de las bandas de alto peso molecular

reconocidas por las diferentes cepas de EPEC.
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Cepas de E. coli que tienen patrén de adherencia a células HEp-2 distinto al
localizado denominado adherencia difusa y agregativa también reconocieron las proteinas
de 32y 33 kDa. Sin embargo, la intensidad de las bandas es mucho menor en comparacién
con el grupo de cepas con patrén de adherencia localizada. Las cepas agregativas mostraron
la intensidad mds baja (Fig 3).

Después de los resultados iniciales con cepas prototipo de diferentes patrones de
adherencia a células HEp-2, se realizaron ensayos adicionales con 20 cepas de E. coli
aisladas de nifios con diarrea y caracterizadas por su capacidad para adherirse mediante
patrones definidos a células HEp-2 (los resultados se resumen en la tabla 1). Nuevamente,
detectamos que sin importar su patrén de adherencia, todas las cepas con esta capacidad
reconocieron las proteinas de 32 y 33 kDa obtenidas de vellosidades humanas y de cerdo,
mientras que las 4 cepas no adherentes no reconocieron dichas proteinas. Las proteinas de
32 y 33 kDa fueron detectadas en las vellosidades provenientes de intestino delgado
(duodeno y yeyuno) de infantes, 1-12 meses y adultos de 40-60 afios.

Las cepas mutantes JPN15, MAR20, que no poseen el plasmido EAF (del inglés E.
coli adherence factor), el cual estd asociado con la adherencia localizada de cepas EPEC y
CVD206 la cual carece del gen eae que codifica para la adherencia intima, reconocieron las
proteinas de 32 y 33 kDa, existiendo la posibilidad de que no solo estos genes estan
involucrados en la adherencia bacteriana (Tabla 2).

Al realizar experimentos utilizando Salmonella typhimurium y Vibrio cholerae cuya
adherencia a células HEp-2 fue negativa e inespecifica respectivamente, no reconocieron a
las proteinas de 32 y 33 kDa. Por otro lado el género Shigella que es el mas cercano y
parecido a E. coli, reconocié solamente la proteina de 32 kDa y su adherencia a células
HEp-2 fue escasa (Tabla 3).
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Figura. 3.- Cepas de E. coli con diferentes patrones de adherencia reconocen las proteinas
de 32-33 kDa provenientes de vellosidades de intestino humano. Adherencia localizada
(LA), adherencia difusa (DA) y adherencia agregativa (AggA). E. coli enterohemorrédgica
(EHEC) serotipo 0157:H7 y una cepa no adherente (NA) HB101.

39



LA DA AgeA EHEC NA
U S Iy W



E2348-69
203680
88258
E8S1
BIN
87365
88126
88128
88160
55784
JPN10
090053
090052
17.2
E70324/8
380
HB101
88270
89518
89502

CEPA SEROTIPO PATRON DE

0127:H6
0119:
OR:H6
0142:H6
O111:NM
040:H18
O130:H26
015:H29
019:H4
OLNM
O44:H18
O44:H18
O44:H18
O3:H-
049766:H10
OR:ND
OR:ND
O15T:H7
020:H16
0?:H-

TABLA 1

ADHERENCIA DE CEPAS DE E. coli A LAS
PROTEINAS PROVENIENTES
DE VELLOSIDADES INTESTINALES HUMANAS

ADHERENCIA

AL

> >
S

iz

33Y 32 kDa

" ADHERENCIA A

LAS PROTEINAS
60-80kDa 100-130kDa 180 - 200 kDa

+ + +
- + +
+ + +
‘ . .
. . -
- + +
. . -
. . .
. . .
- + +

AL Adherencia Localizads
AD Adherencia Difusa

AAgg Adherencia Agregativa
NA No Adherente
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TABLA 2

Cepas Mutantes Adh. 2 Células Proteinas de Proteinas de
HEp-2 alto peso molecular
32 kDs 33 kDa
CVD 206 ese A + + + -
MAR 20 sia plismido EAF + + + 110 - 128 kDa, 180 kDa
JPN 18 sin pldsmido EAF + + + 110 - 118 kDa

Recosocimiento a Preteinss de Membrana de Células HEp-2 por cepas mutantes de E. coli

+ Presente - Ausente
TABLA 3
Otras Adh. & Células Proteinas de
Bacterias HEp-2
32 kDa 33 kDs

+/- + +
S tiphymurium = - -
S. dysenterse +/- + -
V. cholsras inespecifica - -

Reconocimiento & Proteinas de Membrana de Céiwlas HEp-2 por otros miembros
de Ia familia Enterobacteriaceae y Vibrionaceae.
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3.1.3. Cepas de E. coli reconocen proteinas del moco que cubre la superficie celular del

intestino

La fraccion del moco crudo aislado del intestino delgado contiene las proteinas de
32 y 33 kDa pero en una cantidad muy baja. Estas proteinas representan aproximadamente
el 5% de la cantidad detectada en la vellosidad intestinal (células epiteliales).

Para realizar esta comparacion, se utilizé la misma cantidad de proteinas totales

provenientes de cada fraccién (microvellosidades y moco) en los ensayos de adherencia.

3.2. Tasa de adherencia

La concentracién Optima de las proteinas de 32-33 kDa, para realizar el ensayo de
adherencia sobre la nitrocelulosa fue establecido incrementando la cantidad de dichas
protefnas. Las proteinas de 32-33 kDa previamente inmovilizadas sobre la nitrocelulosa se
incubaron con 1x10* bacterias/ml marcadas radioactivamente, a 37°C por una hora. Se
encontrd que el grado de adherencia de la cepa de EPEC (E2348/69) fue dependiente de la
concentraciéon de la proteina. Asf, a mayor concentraciéon de la proteina de 32-33 kDa
mayor fue la cantidad de bacterias unidas a las mismas (cuantificadas en cuentas por minuto
en el contador de centelleo). Se eligié la concentracidn aproximada de 2 pg por carril de las
proteinas de 32-33 kDa (previamente electroeluidas), para calcular la tasa de adherencia de
las distintas cepas a dichas proteinas, para lo cual se utilizaron cepas de E. coli que
mostraron adherencia localizada (E2348/69), difusa (55784) y agregativa (JPN10) (Fig. 4).
Las proteinas de 32-33 kDa transferidas a membranas de nitrocelulosa, se incubaron con las
bacterias a una concentraciéon de 1x10* CFU/ml a diferentes intervalos de tiempo de 10, 20,

40, 60, 90 y 120 minutos. Se encontr6 que la tasa de adherencia de las cepas localizada,
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difusa y agregativa a las proteinas de 32-33 kDa fue lineal, aproximadamente de 800, 200 y
71 bacterias por minuto, respectivamente (fig. 5).

Cuando se realizé un estudio comparativo de cinética de adherencia bacteriana entre
las proteinas de 32-33 kDa provenientes de células HEp-2 y vellosidades humanas, se
observd que a los 10 minutos EPEC reconocid dichas proteinas en vellosidades humanas,
mientras que en células HEp-2 no se observé reconocimiento bacteriano, sino hasta los 20
minutos (Fig. 5). El reconocimiento de EPEC a las proteinas de 32-33 kDa de vellosidades

humanas fue mucho mayor que a las células HEp-2 (Fig 5).

3.3. Efecto del pH y temperatura en el proceso de adherencia

El reconocimiento bacteriano a las proteinas de 32 y 33 kDa fue independiente tanto
del pH como de la composicion idnica utilizada en el ensayo de adherencia. El pH utilizado
en los experimentos fue de 4.2, 7.0 y 10.0. Aunque la unién a las proteinas fue
independiente de la temperatura durante el desarrollo del ensayo, la adherencia bacteriana
sc redujo un 40% cuando la bacteria fue crecida a temperatura ambiente (24°C), el
crecimiento de la bacteria en medio minimo esencial (MEM) no interfirié en el

reconocimiento a las proteinas de 32 y 33 kDa.
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Figura 4.- Tasa de adherencia de cepas de E. coli con patrones de adherencia localizada
(O), difusa (A) y agregativa (0), a las proteinas de 32-33 kDa previamente inmovilizadas en

membranas de nitrocelulosa. Cada punto fue determinado de la media de tres ensayos.

44



O LOCALIZADA
.\ DIFUSA
{> AGREGATIVA

TIEMPO ( MINUTOS )

120 160



Figura §.- Estudio comparativo de cinética de adherencia de EPEC (cepa E2348/69) a las
proteinas de 32-33 kDa, provenientes de células HEp-2 y vellosidades humanas.
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3.4, Evidencia de que las protefnas que reconoce EPEC son integrales de membrana

Las proteinas de 32 y 33 kDa no fueron removidas cuando las membranas de células
HEp-2 se incubaron con soluciones isosméticas a pH altamente alcalinos que liberan
proteinas periféricas, lo cual indica que estas proteinas probablemente se encuentran
intercaladas en la bicapa lipfdica de la membrana celular (Fig. 6 A). También se utilizé un
método completamente distinto para separar proteinas integrales de las periféricas
utilizando la division de fases con Triton X-114. Las proteinas de 32 y 33 kDa no fueron
encontradas en la fase acuosa donde generalmente se localizan las especies hidrofilicas,
como las proteinas periféricas (Fig. 6 A).

Posteriormente se intentd solubilizar las proteinas con diversos detergentes como
Triton X-100, CHAPS (3[-3 choramidapropyl)-dimethylaminoamonio]-1-propane-
sulfunate], deoxicolato de sodio y sarkosyl. Los resultados mostraron que sarkosyl fue el
detergente que solubilizé mejor las proteinas de los polipéptidos de bajo peso molecular de
16y 17 kDa.

Al realizar ensayos utilizando el sobrenadante bacteriano (medio donde proliferé la
bacteria) ¢ incubarlo con las membranas de nitrocelulosa no se observé ningun
reconocimiento por parte de EPEC a las proteinas de 32 y 33 kDa. De tal forma que es la
bacteria la que interactia con las proteinas inmovilizadas en la nitrocelulosa y no un
producto de la bacteria liberado al medio (Fig. 6 B).
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Figura 6.- Deteccién de las protefnas de 32-33 kDa como proteinas integrales de
membrana celular. A) carril 1, Fraccion de proteinas integrales de membrana celular
tratadas con solucién de carbonatos; carril 2, Fraccién de proteinas integrales de membrana
celular tratadas con Triton X-114; carmril 3 y 4, fraccion de proteinas periféricas de
membrana celular. B) Demostracion de que productos bacterianos liberados al medio de
cultivo no reconocen a las protefnas de 32-33 kDa. Carril 1, control positivo (bacterias),

carril 2 y 3, sobrenadante bacteriano.
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3.5. Caracterizacioén de las proteinas de 32 y 33 kDa

3.5.1. Punto isoeléctrico de las proteinas de 32-33 kDa
Para caracterizar a las proteinas de 32-33 kDa se determiné su punto isoeléctrico mediante
electroforesis en geles de dos dimensiones el cual fue de 5.58 ademds dichas proteinas

aparecieron como un solo punto en la electroforesis en geles de dos dimensiones (fig. 7).

3.5.2. Eliminacion de lipidos de las proteinas de 32-33 kDa

Para caracterizar la naturaleza de las proteinas de 32 y 33 kDa se removieron los lipidos de
las vellosidades intestinales humanas mediante repetidas extracciones con cloroformo-
metanol. Se encontré que dicha extraccién no interfirié con 1a unién de las bacterias a las
proteinas de 32 y 33 kDa en el ensayo, lo cual indica que estas estructuras no contenian
lipidos que participen en la adherencia (Fig 8, carril 8). La naturaleza proteica de las
proteinas de 32 y 33 kDa fue confirmada por digestién de las vellosidades intestinales con
proteinasa K, la cual eliminé completamente la actividad de adherencia bacteriana. (Fig. 8,

carril 7).

3.5.3. Deglicosilacion y oxidacion de azucares de las proteinas de vellosidades humanas

El papel que juegan los carbohidratos fue investigado mediante el tratamiento de las
proteinas de vellosidades intestinales con meta-peryodato de sodio. La oxidacion de los
azicares por este procedimiento elimindé un 90% la adherencia de las cepas de E. coli a las
proteinas de 32 y 33 kDa (Fig.8, carril 3). Se observé ademas un 80% de inhibicion a la
adherencia cuando las proteinas de vellosidades fueron incubadas con endoglicosidasa H y
glicosidasa F (PNGase), enzimas que hidrolizan residuos de N-acetyl
(C)Asn(GlcNAc),(Man), (Fig. 8 carril 2), indicando que estas estructuras se encuentran
probablemente glicosiladas y que las cepas de E. coli se adhieren directamente a los

carbohidratos que poseen la proteinas.
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Figura 7. Proteinas de 32-33 kDa en electroforesis en geles de dos dimensiones: 1)
Proteina de 32 kDa, 2) Proteina de 33 kDa.

49



69.8

43.3

(SDS-PAGE)
28.3

18.1

154

isoelectroenfoque



Figura 8.- Desglicosilacién con endoglicosidasa H, oxidacién con meta-periodato de sodio,
digestién con proteinasa K y delipidizacién de las vellosidades intestinales humanas e
incubadas con la cepa E2348/69 (EPEC) después de los diversos tratamientos. Carril 1, no
deglicosilada (control); carril 2, deglicosilada; carril 3, oxidada; carril 4, no oxidada; carril
5, inhibicién de la adherencia de EPEC con oligosacéridos de calostro humano; carril 6, no
tratadas (control); carril 7, digestidbn con proteinasa K; carril 8, tratamiento de

delipidizacién.
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Se realizaron estudios preliminares para determinar que estructura de carbohidratos
estan involucrados en el reconocimiento de las bacterias a las proteinas de 32 y 33 kDa.
Para esto se efectuaron ensayos de inhibicion a la adherencia bacteriana con los siguientes
monosacdridos D-galactosa, L-fucosa, D-fucosa, D-glucosa, lactosa, raffinosa, D-manosa,
N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina a una concentracién de 0.1 M, los cuales no
inhibieron la adherencia de EPEC a las proteinas de 32 y 33 kDa. En contraste fracciones de
oligosacaridos obtenidas de leche materna de mujeres en periodos de lactancia si
produjeron una notable inhibicidn de la adherencia bacteriana aproximadamente del 95%
(Fig. 8, carril 5). Esto nos indicaria que EPEC se adhiere a un conjunto de carbohidratos y
no posee especificidad por uno en especial.

3.6. Proteinas de superficie de EPEC reconocen a las proteinas de 32 y 33 kDa

Proteinas asociadas a superficie de EPEC desprendidas por sonicacién se adhirieron
a las proteinas de 32 y 33 kDa previamente inmovilizadas sobre la membrana de
nitrocelulosa. Dichas proteinas habfan sido obtenidas de vellosidades humanas, separadas
por electoforesis (SDS-PAGE) y transferidas a membranas de nitrocelulosa, donde fueron
incubadas con los apéndices bacterianos marcados radioactivamente. El anélisis de éstas
proteinas bacterianos por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostro el
peso molecular aparente de los polipéptidos que reconocieron a las proteinas de 32 y 33
kDa, el cual fue de 27-30 y 150 kDa y con menor intensidad se observé una banda de 19
kDa (Fig 9). El reconocimiento de estas proteinas bacterianas se efectud en presencia de
manosa al 1%, lo cual indica que las mismas no corresponden a la fimbria tipo 1. El anélisis
de las proteinas bacterianas en cromatografla liquida por filtracién en gel, (condiciones no

desnaturalizantes) revelé que los polipéptidos de 27-30 kDa eluyeron en una fraccion que
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correspondié a un peso molecular muy parecido al encontrado en los geles de
poliacrilamida. En contraste con el resto de los polipéptidos que eluyeron en fracciones que

correspondieron a pesos moleculares muy distintos a los encontrados en los geles de

poliacrilamida.

3.7. Ensayos de inhibicién a ia adherencia bacteriana utilizando las proteinas de 32 y
33 kDa

Las protefnas de 32-33 kDa fueron obtenidas de vellosidades de intestino humano,
separadas por electroforesis (SDS-PAGE) aisladas mediante electroelucién para determinar
si las mismas pueden bloquear la la adherencia de la bacteria a las células HEp-2. La
incubacion de las cepas de E. coli con 10.0 ug/ml de las proteinas de 32-33 kDa, antes de
realizar el ensayo de adherencia, redujo significativamente la adherencia bacteriana a las
células HEp-2 en diferente proporcién dependiendo del patrén de adherencia bacteriana.
(Tabla 4). La cepa E2348/69 de adherencia localizada, presenta el més alto porcentaje de
inhibicién (86.7%), (fig. 10); seguida por la cepa JPN10 de adherencia agregativa (44.3%),
(fig.11); y por ultimo la cepa de adherencia difusa 55784 (18.3%), (fig.12). La inhibicién de
la adherencia de E. coli no fue debida a la falta de viabilidad de la bacteria puesto que se
encontré similar contaje de colonias tanto en las cepas incubadas con las proteinas de 32-33
kDa, incubadas en PBS o en los controles antes de la inoculacién de las monocapas de
células HEp-2. Los controles utilizados fueron proteinas obtenidas por el mismo proceso de
electroelucién que la proteinas de 32-33 kDa, de tal manera que, el proceso de aislamiento

utilizado no produjo dafio a la bacteria ni tampoco a las células no infectadas.
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Figura 9.- Autorradiografia de electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de
proteinas asociadas a superficie bacteriana (adhesinas) de EPEC (cepa E2348/69) que se
unen a las proteinas de 32 y 33 kDa previamente inmovilizadas en nitrocelulosa. A)
Proteinas de superficie bacteriana totales, B) y C) Proteinas de superficie bacteriana que se
unen a las proteinas de 32-33 kDa. Las flechas indican las protefnas con un peso molecular
aparente de 17, 27-28 y 150 kDa.
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Figura 10.- Inhibicién de la adherencia de EPEC (cepa E2348/69) a células HEp-2 por las
proteinas de 32-33 kDa. a) control positivo y b) Ensayo con 10 ug/ml de las proteinas de
32-33 kDa.
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Figura. 11.- Inhibicién a la adherencia de la cepa 55784 (difusa) a células Hep-2 con las
proteinas de 32-33 kDa. a) control positivo y b) Ensayo con 10 pg/ml de las proteinas de
32-33 kDa.
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Figura 12.- Inhibicién de la adherencia de la cepa JPN10 (agregativa) a células HEp-2 con
las proteinas de 32-33 kDa. a) control positivo y b) Ensayo con 10 ug/ml de las proteinas
de 32-33 kDa.
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Tabla 4

Inhibicién de la Adherencia de E. coll a células HEp-2 por las

Proteinas de 32 - 33 kDa
Cepa Tipo de Adherencia % de Inhibicién de s Adherencia por
Proteinas de 32 - 33 KDa
Sug/mi 10 ug/ mi
E2348 /69 Localizada 28.7(+2.26) 86.7 (+2.50)
55784 Difusa 79(£3.10) 18.5(+2.08)
JPN10 Agregativa 176 (x2.12) 44.3(+3.1)

Los controles se tomaron como cero porciento de Inhibicion y consistié en proteinas que pasaron por
el mismo proceso de aislamiento que las proteinas de 32 - 33 kDa. Los resuitados corresponden al
promedio ¢ de la desviacion estandar de tres experimentos (p< 0,05).
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Seccién 4: DISCUSION

El andlisis de las vellosidades y del moco intestinal humano indican que varias
proteinas se encuentran involucradas en la adherencia de E. coli a la superficie del intestino
delgado. Las vellosidades intestinales humanas poseen dos proteinas de peso molecular
aproximado de 32 y 33 kDa a las cuales se adhirieron las cepas de E. coli. Polipéptidos
adicionales de peso molecular aproximado de 50-70, 105-130 y 180-200 kDa también
fueron reconocidos por las bacterias, aunque con menor intensidad y consistencia que las
proteinas de 32-33 kDa. La preparacion de las vellosidades mantenida a 37°C sin
inhibidores de proteasas permitié observar que aparecieron algunas bandas de bajo peso
molecular de 26, 18, 12 kDa. Este efecto es atribuible probablemente a la presencia de
productos de degradacion de moléculas de mayor tamafio.

Staley and Wilson (1983) reportaron como receptores de las fimbrias de cepas K88
en microvellosidades de cerdo unas proteinas de alto peso molecular que se disocian en
polipéptidos de 23 y 32-35 kDa en SDS-PAGE y en presencia de agentes reductores. De tal
forma que las proteinas de 32-33 kDa podrian ser el resultado de una disociacion de
proteinas de alto peso molecular. El hecho de que varias proteinas de aito peso molecular
junto con las protefnas de 32-33 kDa sean reconocidas por las bacterias de una misma cepa
podria explicarse de diferentes maneras; una que todas estas proteinas compartieran
epitopos entre ellas, otra que las bacterias posean diferentes adhesinas capaces de reconocer
distintas estructuras de unién en la célula, esto nos llevaria a pensar que existen varias
moléculas tanto de origen bacteriano como epitelia que intervienen en el proceso de
adherencia.

Al incubar las bacterias con las protefnas de 32-33 kDa la intensidad de las bandas
fue mayor con las proteinas de las células Caco-2 que con las proteinas de células HEp-2.
Esto probablemente se debe a que las células Caco-2 se derivan de carcinoma de colon

humano y cuando crecen en cultivo celular forman monocapas de microvellosidades bien
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diferenciadas aumentando de esta manera la superficie membranal (Svensson ef al, 1991).
Las propiedades morfoldgicas, funcionales y bioquimicas de las células Caco-2 se asemejan
a las del intestino delgado (Svensson et al, 1991).

Otro hallazgo importante del estudio es la correlacion que existe entre la capacidad
de las cepas de E. coli de reconocer a las proteinas de 32-33 kDa en los experimentos de
electrotransferencia y la habilidad de las bacterias para adherirse a las células HEp-2 en el
ensayo de adherencia. Los resultados demostraron que independientemente del patron de
adherencia de E. coli a las células HEp-2, las cepas bacterianas (localizada, difusa y
agregativa) fueron capaces de reconocer con diferente intensidad a las proteinas de 32-33
kDa. Lo cual indica que estas tres cepas con distinto patron de adherencia probablemente
poseen adhesinas en comin que reconocen a la misma estructura celular. Como es el caso
de la fimbria tipo I que se encuentra en la mayoria de las cepas de E. coli de intestino,
similarmente la toxina pertussis y la adhesina FHA de Bordetella pertussis comparten
secuencias homologas que median la unién a las lactoceramidas, lo cual sugiere que estas
dos proteinas se adhieren a la misma molécula en la célula hospedera (Finlay and Falkow,
1997).

Al investigar la afinidad que tienen las cepas con distinto patrén de adherencia a las
proteinas de 32-33 kDa se encontrd que la cepa E2348/69 de adherencia localizada se unié
abundantemente a las proteinas de 32-33 kDa, la tasa de adherencia fue de 800 CFU/min, lo
que significa aproximadamente seis veces mas alta que la de difusa y agregativa. El patrén
agregativo mostré la mas baja afinidad a las proteinas de 32-33 kDa con una tasa de unién
de 110 CFU/min seguida por la adherencia difusa (140 CFU/min). Estos resultados podrian
explicar la preferencia de las cepas agregativas para colonizar el intestino grueso mas que el
delgado (Knutton, 1992; Yamamoto, 1991). Se ha propuesto que las cepas agregativas se
adhieren mas al moco que cubre el epitelio que a los enterocitos (Tzipori er al, 1992). La
adherencia a 1a mucosa podria estar ayudada por los altos niveles de hidrofobicidad que
presentan las cepas agregativas (Elliot and Nataro, 1995). La unién de las cepas agregativas
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a la mucosa podria ser considerada poco especifica e independiente de interacciones
estereoespecificas, si su adherencia dependiera de su hidrofobicidad.

La adherencia de las cepas con patrén difuso es heterogénea y varia de acuerdo a los
niveles de adherencia a un blanco especifico (Bilge, 1989). La cepa 55784 (difusa) se
adhirié en gran nimero a las células HEp-2, cinco veces méis que las bacterias de
adherencia localizada, sin embargo su tasa de unién a las proteinas de 32-33 kDa fue baja
en comparacién a la tasa de adherencia localizada. Una explicacién a estos resultados
aparentemente contradictorios es que las cepas de adherencia localizada podrian utilizar a
las proteinas de 32-33 kDa como la estructura principal de adherencia a las células
epiteliales mientras que las cepas difusas utilizarfan principalmente otras estructuras
celulares (diferentes a las proteinas de 32-33 kDa) para unirse a la célula. Con estos
resultados se puede especular que las proteinas de 32-33 kDa no son la principal molécula
por la cual las cepas difusas se adhieren a las células. Las cepas de adherencia difusa
probablemente expresan miltiples adhesinas capaces de interaccionar con una variedad de
estructuras celulares ademas de las protefnas de 32-33 kDa.

Los resultados obtenidos sugieren que las cepas de adherencia localizada poseen
adhesinas que reconocen a las proteinas de 32-33 kDa en una proporcién mayor que las
cepas con adherencia difusa y agregativa. Aparentemente cada cepa de E. coli (localizada,
difusa y agregativa) se une a méis de una estructura celular dependiendo del tipo de
adhesinas que posea. Una de las principales caracteristicas de las adhesinas de E. coli es la
de poseer diferente especificidad de union al epitelio intestinal. (Sharon and Lis, 1993). Los
patrones caracteristicos de adherencia de E. coli (localizada, difusa y agregativa) podrian
deberse principalmente a la interaccién bacteria-bacteria, mas que a una interaccion entre
bacteria-célula; de tal formawpuedc plantearse que no existe un receptor unico y especifico
para cada patrén de adherencia. La formacién del agrupamiento bacteriano que da lugara la
adherencia localizada o microcolonias parece ser debido al reclutamiento de las bacterias

que estan proximas unas con otras, que se unen mediante los BFP y que se encuentran en
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las cercanias de la célula epitelial, antes de unirse a la misma. Se ha observado mediante
microscopia de barrido que estructuras parecidas a los BFP unen a las bacterias unas con
otras (Girén, 1996). Por otro lado se han identificado antigenos fimbriales codificados en
plasmidos, AAF/1 y AAFIII, los cuales median el fenotipo agregativo, aunque aun se
desconoce si estas fimbrias estan involucradas en la adherencia de la bacteria a la célula
(Elliot and Nataro, 1995). Anélisis de microscopia inmunoelectronica muestran que las
cepas enteroagregativas poseen una proteina de 38 kDa que no se encuentra en las cepas
EPEC, cuando la proteina fue extraida con cloruro de litio, las cepas perdieron su patron de
adherencia agregativo aunque continuaban adhiriéndose las células HEp-2 (Wai et al,
1996). De tal forma que pueden existir proteinas que median los diferentes patrones de
adherencia y ser independientes de las protefnas que intervienen en la adherencia directa de
la bacteria a la célula.

La adherencia de la cepa con patrén localizado a la mucosa intestinal esta
probablemente mediada por las proteinas de 32-33 kDa principalmente y en menor
proporcion por otras estructuras celulares aun no identificados. Esta idea esta apoyada por
experimentos de inhibicion a la adherencia en células HEp-2, donde se demuestra que las
proteinas de 32-33 kDa, bloquearon la adherencia bacteriana. La cepa con patrén localizado
presento el porcentaje mas alto de inhibicién a la adherencia cuando fue incubada con las
proteinas de 32-33 kDa. Estos experimentos proporcionan evidencias de que las proteinas
de 32-33 kDa son probablemente el principal receptor celular al cual E. coli con adherencia
localizada se une. Interesantemente las proteinas de 32-33 kDa parecen ser utilizadas en
mucha menor proporcién como estructuras de unién por las cepas con adherencia difusa y
agregativa de acuerdo con la escasa inhibicén a la adherencia observada, indicando que
estas cepas se unen principalmente a otros receptores en la superficie celular.
Interesantemente la adhesina FHA de Bordetella pertussis se une con diferente afinidad a
varias moléculas presentes en la célula hospedera, (Finlay and Falkow, 1997). Tres

variantes de adhesinas de PapG, (G-I, G-1I y G-III), reconocen tres receptores de Gala-(1-
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4)-Gal de los glicolipidos presentes en el tracto urinario superior, los cuales se encuentran
muy relacionados entre ellos. (Hultgren er al, 1993), (Finlay and Falkow, 1997). Podemos
concluir que las cepas de E. coli con diferentes patrones de adherencia comparten uno o
mas receptores en la mucosa intestinal y la afinidad por dichos receptores podria variar de
una cepa a otra.

La presencia de las proteinas de 32-33 kDa en el moco crudo podria asegurar la
adherencia inicial de E. coli facilitando de esta manera la colonizacién de! intestino
humano. Estas proteinas podrian ser producidas y secretadas por las células de goblet y
liberadas al lumen del intestino desde las vellosidades. No podemos evaluar, hasta la fecha,
el significado biolégico de la presencia de estas proteinas tanto en el moco como en las
vellosidades intestinales.

La extraccién de los lipidos de las vellosidades intestinales no interfirié con la
capacidad adhesiva de las cepas ensayadas, es decir de reconocer a las proteinas de 32-33
kDa, lo cual indica que estas estructuras no contienen lipidos que participen en la
adherencia. La naturaleza proteica de las moléculas de 32-33 kDa fue confirmada mediante
la digestién de las vellosidades intestinales con proteinasa K, la cual eliminé totalmente la
actividad de adherencia bacteriana.

Mediante la incubacién de las proteinas de 32-33 kDa con endoglicosidasas
(enzimas que hidrolizan el azucar ligado a las proteinas) y la oxidacion de azicares con
meta-periodato de sodio (compuesto quimico que altera la conformacion estereoquimica de
los azucares), se redujo considerablemente la adherencia bacteriana (mas del 90%),
indicando asf que estas proteinas se encuentran glicosiladas y que su unién a la bacteria se
encuentra mediada por carbohidratos. Estos resultados se suman a hallazgos previos donde
los oligosacéridos de microvellosidades participan en la adherencia de un gran nimero de
enterobacterias (Hercovics and Bugge, 1980).

Cuando se tratd de inhibir la unién de las bactenias a las proteinas de 32-33 kDa con

monosacaridos tales como fucosa, manosa, glucosa, galactosa, lactosa, raffinosa o N-acetil-
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galactosamina no se produjo inhibicidn. Se observé una disminucién considerable de Ia
adherencia unicamente cuando se incubaron las bacterias en presencia de oligosacaridos de
leche materma humana. Cravioto y col. en 1991 demostraron que fracciones de
oligosacéaridos eran capaces de inhibir la adherencia de EPEC a células HEp-2. Lo cual
parece indicar que la bacteria se unen a complejos de azicares y no a un carbohidrato en
particular, quizas debido a que las moléculas interaccionan unas con otras manteniendo su
estructura tridimensional y de esta forma es como son reconocidas. Asi la habilidad del
carbohidrato de la célula eucarionte para actuar como sitio de adherencia, depende no solo
del mismo carbohidrato, sino de su accesibilidad y su modo de presentacién (Sharon and
Lis, 1993).

Los pilis formadores de haces (BFP) descritos por Girén en 1991, los cuales estan
constitufdos de varias subunidades de 19.5 kDa, se encuentran asociados preferentemente
con la formacién de la adherencia localizada. Cepas mutantes que no poseen el plasmido
EAF que codifica para los BFP, pierden la adherencia localizada pero continian uniéndose
a la célula eucarionte (Donnenberg and Kaper, 1991). Se conoce que EPEC expresa una
gran cantidad de antigenos fimbriales, entre los cuales los mas ampliamente estudiados y
caracterizados son los BFP, pero pueden existir otras fimbrias ain no descritas que pueden
estar involucradas en la adherencia inicial de EPEC a la célula eucarionte. (Girén, 1996).

Al utilizar las proteinas de 32-33 kDa para tratar de inhibir la adherencia bacteriana
se encontr6 que 10 pg/ml de dichas proteinas bloquearon en un 87% la adherencia de la
cepa localizada a las células HEp-2. Lo cual era de esperarse ya que estas cepas presentaron
la mas alta tasa de reconocimiento a las proteinas de 32-33 kDa. (800 CFU/min). Por el
contrario, las cepas difusas y agregativas que mostraron una tasa baja de reconocimiento a
las proteinas de 32-33 kDa fueron inhibidas en menor grado (19 y 44% respectivamente)
por la misma concentracion de las proteinas de 32-33 kDa.

El analisis de las proteinas asociadas a superficie bacteriana desprendidas de EPEC

por sonicacién demostré que polipéptidos de 17, 27-30 y 150 kDa interactuaron de alguna
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manera con las proteinas de 32-33 kDa provenientes de vellosidades intestinales. Los
polipéptidos més prominentes de 27-30 kDa podrian ser adhesinas que no forman parte de
complejos grandes como fimbrias ya que su peso molecular aproximado en SDS-PAGE fue
muy similar al obtenido bajo condiciones no desnaturalizantes (Cromatografia liquida por
filtracion en gel). Al respecto se conoce que algunas adhesinas pueden estar unidas
directamente a la membrana externa de la bacteria (Ofek and Doyle, 1994), (Finlay and
Falkow, 1997). El resto de los polipéptidos podrian formar complejos con fimbrias o ser
subunidades de las mismas ya que su peso molecular fue distinto cuando los polipéptidos
no estaban desnaturalizados. Las proteinas de 27-30 kDa podrian ser las mismas que
reportd Scaletsky como los mejores candidatos de membrana externa de EPEC
responsables de la adherencia localizada a células epiteliales (Scaletsky ez al, 1988). El peso
molecular de las proteinas reportadas por Scaletsky es de 29 y 32 kDa. La metodologia
utilizada por Scaletsky para detectar dichas proteinas fue totalmente distinta a la que
nosotros empleamos, y consistio basicamente en utilizar anticuerpos absorbidos que
inhibieron la adherencia localizada para posteriormente identificar mediante
inmunotransferencia las proteinas de 29 y 32 kDa que reconocieron tales anticuerpos.

La patogénesis de infecciones debido a EPEC ha sido considerada un enigma
durante mucho tiempo. El primer contacto de 1a bacteria con el hospedero se realiza de
manera no intima debida a los BFP y posiblemente a otras proteinas fimbriales no descritas
aun (Giron 1996); las proteinas de superficie bacteriana de 17, 27-30 y 150 kDa podrian ser
algunas de estas proteinas. Después de esta primera interaccidon ocurren una serie de
eventos de transduccidon de sefiales que resulta en un incremento de los niveles de calcio
libre intracelular a los 20 minutos del contacto de la bacteria con la célula eucarionte
(Knutton er al, 1996) produccion de inositol fosfato (IP,), presumiblemente por la hidrolisis
del fosfatidil inositol bifosfato (PIP,), el otro producto de la hidrélisis del PIP, es el
diacilglicerol, aunque la produccién de este lipido no ha sido demostrado

experimentalmente, se conoce que el diacilglicerol activa la proteincinasa C que es



dependientes de calcio (Crane and Oh, 1997). Baldwin en 1990 y Crane en 1997
demostraron que la infecciéon con EPEC a células HEp-2 produce activacion de
proteincinasa C, (Baldwin er al, 1990), (Crane and Oh, 1997), fosforilacion de proteinas en
serina y treonina, probablemente por la activacién de la proteincinasa C (Manjarrez-
Hemandez et al, 1992), (Manjarrez-Hemandez et al/, 1996); también ocurre una
fosforilacion en tirosina de una proteina de 90 kDa (Hp90) en células HeLa, esta
fosforilacién es dependiente de dos proteinas secretadas por EPEC denominadas EspA y
Esp B (Jarvis et al, 1994) (Kenny et al, 1995); 1a Hp90 fosforilada se une a la intimina, una
proteina de 94 kDa que se encuentra en la membrana externa de EPEC, la cual media la
adherencia intima de la bacteria al epitelio intestinal; esta union intimina-Hp90 induce la
formacidon de pseudépodos de actina en el hospedero (Rosenshine et al, 1996), y
fosforilaciéon en tirosina de la HplSO una proteina que presenta homologia con la
fosfolipasa C-yl (Kenny and Finlay, 1997), la intimina participa ademés en la acumulacién
de otros elementos de citoesqueleto. Toda esta serie de eventos de transduccion de sedales
conduce a un esfacelamiento de las microvellosidades intestinales y a la formacién de la
estructura de pedestal en la membrana del hospedero (Kaper et al, 1996). La fosforilacion
de la proteina de 90 kDa se detectd después de dos horas de la infeccion de EPEC a las
células HeLa (Rosenshine et al, 1992). De acuerdo a nuestro estudio de cinética de
adherencia, EPEC reconocié a las proteinas de 32-33 kDa después de 5 minutos de
incubacién. Estos resultados son interesantes por dos razones: La primera es que las
proteinas de 32-33 kDa podrian ser el primer sitio de adherencia de EPEC durante el
proceso de infeccion o colonizaciéon y la segunda es que, podrian dar la pauta para
desencadenar los eventos de transduccién de sefiales mencionados. De tal forma que, evitar
la unién de la bacteria a estas proteinas bloquearia de alguna manera el inicio del proceso
de infeccién.

De los resultados hasta ahora obtenidos podemos concluir que las vellosidades de

intestino humano poseen dos proteinas de peso molecular aproximado de 32-33 kDa que
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son reconocidas con mayor intensidad por cepas de E. coli enteropatogena con adherencia
localizada.

La unién de la bacteria a las proteinas de 32-33 kDa se encuentra mediada por
carbohidratos complejos (oligosacaridos).

La participacion de las glicoproteinas de 32-33 kDa como hipotéticos receptores es
mas activa para las cepas con adherencia localizada que para las cepas con adherencia
difusa y agregativa.

Las cepas de E. coli que se adhieren a las células HEp-2, poseen adhesinas comunes
ademas de sus propias adhesinas, las cuales facilitan la adherencia a la mucosa intestinal. El
proceso de adherencia puede requerir la participacién de multiples constituyentes en la
superficie de la célula eucarionte (receptores), que interaccionan de manera secuencial con
adhesinas que se encuentran en la superfice bacteriana. Las glicoproteinas de 32-33 kDa
pueden ser una parte importante de las estructuras que actuan como receptores de E. coli.

Debido a que la adherencia bacteriana es el primer paso para la infeccién y esta
adherencia involucra lectinas que posee la bacteria que se unen a su carbohidrato
complementario en la célula hospedera, se podria considerar la utilizacién de azicares que
inhiban selectivamente la adherencia bacteriana, interceptando al microorganismo patégeno
antes de que este alcance a su célula blanco y de esta forma evitar la patogénesis de las

enfermedades diarreicas.
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