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Las enfermedades gastrointestinales en los paises en vias de desamollo ocupan fos

primeros lugares de mortalidad debida a complicaciones como la diarrea y la
deshidratacion, cabe destacar gue la poblacion mas afectada durante ia ultima década ha
sido la infantil (Nataro, 1998).

En nuestro pais en el aflo 2000 las defunciones por gastroenteritis ocuparon el décimo

cuarto en la poblacién general (INEGI, 2000).

Uno de los agentes etioidgicos mas importantes causantes de enteritis y otras infecciones

intestinales es Escherichia colfi.

E. coli es una bacteria que predomina en la flora normal del colén humano, este
microorganismo coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes a las dos horas de vida,
queda confinada en el lumen intestinal como una bacteria benéfica, pero en caso de
inmunosupresion en el huésped o cuando las barreras gastrointestinales han sido
alteradas, las cepas de E. coli no patogénicas pueden desencadenar una infeccion.

Las infecciones producidas por cepas patogénicas pueden estar limitadas a la superficie
de la mucosa o diseminarse a través del cuerpo. Algunas cepas de E. coli causan en el
humano enfermedades intestinales como diarreas y extraintestinales como septicemias,

meningitis y enfermedades del tracto urinario (Levine et al., 1984 y Vial et al., 1988).

Las diarreas son un problema de salud que afecta principalmente a la poblacién infantil
menor de 5 afnos. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) es una de las siete clases de
E. coli que desencadena diarrea aguda, con cuadros de diarea persistents, inflamacion
intestinal y sangrado que por sus caracteristicas favorece la desnutricién de los nifios que
la presentan (Debroy et al., 1895).

Aunque se han empezado a dilucidar los mecanismos de patogenicidad de dicha bacteria,

no se ha explorado ampliamente la participacion de la respuesta inmune en el control y



eliminacién de la misma, pero la utilizacion de algunos modelos in vitro e in vivo permiten

reconocer algunas caracteristicas de este fendmeno.

Se ha identificado un factor de virulencia importante dentro de los mecanismos de
patogenicidad de EAEC una exotoxina denominada Pet (Plasmid Encoded Toxin), de
naturaleza proteica (Eslava et al., 1998). Se han identificado anticuerpos IgA en el lavado

intestinal e 1gG en ef suero antitoxina en un modelo experimental (Sainz et al. 2002).

En el presente trabajo, se pretende evaluar el efecto inmunomodulador que tiene la toxina
Pet de EAEC sobre células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas de
voluntarios sanos; a través de la proliferacion de células de PBMC, activacion de las
células mononucleares, determinacion de citocinas en sobrenadante de cultivo {IL-2, IL-4,
IL-5, IL-10, TNF-o. e IFN-y ; Th1/Th2) y la determinacién de citocinas intracelulares (IFN-v,
IL-2, IL-4, IL-10) por la técnica Cytometric Bead Array, Kit (CBA, BD PharMingen) y asi
aportar conocimientos sobre los mecanismos de respuesta del huésped ante ella, lo que
permitira desarrollar inmunégenos que permitan interferir con los mecanismos
patogénicos fundamentales.



Escherichia coli

El bacteridlogo aleman Theodore Escherich fue el primero en describir a a bacteria,
denominandola Bacterium coli commune. Este investigador aisld la bacteria de las heces
normales de un infante y aunque constantemente propuso su participacidon como agente
causal de la diarrea, no fue sino hasta la década de los anos cincuenta del presente siglo,

cuando se establecio plenamente su participacién como patdgeno intestinal (Lior, 1994).

Es una especie del género Escherichia perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
anaerobio facultativo de la flora intestinal, gram negativo, no esporuiado, generalmente
con flagelos peritricos y fimbrias. Frecuentemente presenta una capsula y algunas cepas

producen colonias mucoides (Levine et al., 1984 y Vial et al., 1988).

Al identificarse los factores de virulencia se han logrado diferenciar las diversas cepas de
E. cofi a través de un analisis de serotipo. Los serotipos son determinados por los
diferentes antigenos presentes en la superficie de la bacteria (O), en los flagelos (H) y en
la capsuia (K) de la bacteria. Los antigenos fimbriales se han designado como (F). Un
total de 175 antigenos (O) definen el serogrupo, v la combinacién entre los antigenos
somaticos (O) y de los flagelos (H) definen el serotipo (Nataro et al., 1998).

Clasificacién de E. coli por mecanismos de patogenicidad

Algunas cepas de E£. coli causan en el humano enfermedades intestinales (diarreas) y
extraintestinales (septicemias, meningitis y enfermedades del tracto wurinario). Los
mecanismos de patogenicidad involucrados en la infeccién por E. colf incluyen la
adherencia y colonizacién al epitelio de ciertas areas del intestino; la produccion de
proteinas bacterianas (toxinas), liberadas una vez que la bacteria ha colonizado el
intestino, con un efecto final en la estimulacién en la secreciéon de agua y electrolitos
(enterotoxinas) o la destruccién celular (citotoxinas); la invasion y reproduccién bacteriana
dentro del citoplasma de las células epiteliales del intestino permite la evasién de la

respuesta inmune con el consecuente dano al hospedero. La habifidad de las cepas de



E.coli patogénicas de adherirse y colonizar la mucosa intestinal a pesar del peristaltismo y
de la flora normal del intestino se asocia entre otras a la presencia de fimbrias (Levine et
al., 1984 y Vial et al., 1988). El estudio de los diferentes mecanismo de patogenicidad de

estos microorganismos han permitido la clasificacién en:

E. coli uropatogenica (UPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogeénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteroadherente difusa (DAEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC) (Nataro, 1998).

Escherichia coli uropatogénica (UPEC), es el principal agente causal de la mayoria de las
Infecciones del Tracto Urinario (UTls) son las cepas UPEC, las mujeres son las mas
afectadas. Algunas de las cuales incluyen: bacteriuria, cistitis y pielonefritis. Las cepas
UPEC expresan varios factores de virulencia capaces de colonizar el tracto urinario y
persistir en el desafio de la alta efectividad de la defensa del huésped. Los factores de
virulencia ascciados con UPEC incluyen: hemolisinas, factor necrozante citotéxico,
aerobactina, sideroforos, capsulas, lipopolisacarido (LPS) y estructuras filamentosas
asociadas a adhesividad. Una estructura que tiene que ver con adhesividad es el llamado
pili {fimbria) tipo P, que puede mediar la unién de la bacteria y la invasién a las células
epiteliales de la vejiga. La invasion provee a las UPEC de un ambiente protector en el cual
la bacteria puede replicarse o permanecer en un estado inactivo. Se ha demostrado que
los uropatdgenos pueden establecerse dentro del tejido de la vejiga aun con tratamiento
antimicrobiano.

La infeccion por UPEC que presenta fimbrias tipo P con pilli tipo 1 puede desencadenar
un numero de respuestas por parte del huésped que incluyen produccién de citocinas,
inflamacién y la exfoliacidn de céiulas epiteliales de ia vejiga infectada. Estas UPEC
presentan un numero limitado de serogrupos O en UTls estos incluyen: O1, 02, 04, 06,
07, 018 y O75; y también un pequefic numero de antigenos capsulares: K, K1, K2, K3,
K5, K12 y K13 que son mas prominentes entre las UPEC (Garcia-Mart, 1996 y Swenson
etal., 1996).

Eschenchia coli enterotoxigénica (ETEC), se caracteriza por elaborar dos diferentes
toxinas: la termolabil (LT) y la termoestabte (ST). El mecanismao de la enfermedad, incluye
la existencia de dos plasmidos codificadores de dichas enterotoxinas. Las cepas pueden

expresar solo LT o sélo ST, o bien ambas. La toxina LT es similar en estructura quimica,



funcién y antigenicidad a la toxina producida por el Vibrio cholerae, es termolabil, provoca
un incremento en los nivetes de adenosinmonofosfato ciclico (AMPC) intracelular, de esta
forma las células de las criptas intestinales aumentan la secrecion de agua y elsctrolitos,
con una consecuente disminucion en la absorcion en las vellosidades. La toxina ST
aumenta los niveles de guanosinmonofosfato ciclico (GMPc), disminuye la actividad de la
secrecién del idén cloro e inhibe la absorcion del cloruro de sodio en el fluido intestinal
(Nataro et al., 1998).

Ademas de la elaboracion de las enterotoxinas, las cepas ETEC producen proteinas
fimbriadas, con las cuales se adhieren a receptores celulares especificos. Se han descrito

cuando menos 15 diferentes tipos de estos factores adhesivos (Willshaw et al., 1990).

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), se caracteriza por producir la desaparicion de
microvellosidades y adherencia intima entre |a bacteria y la membrana celular del epitelio.
Altera el citoesqueleto de las células epiteliales, hay acumulacién de actina polimerizada
la cual esta directamente relacionada a la adhesién de EPEC; las bacterias algunas veces
forman una estructura de pedestal, que puede extenderse por arriba de las células

epiteliales a 10 um en forma de una estructura como pseudépodo (Jerse et al., 1990).

En cultivos de células HEp-2, el 80% de una coleccién importante de cepas EPEC se
adhieren en forma de microcolonias sobre el citoplasma de las células, a esta forma de
adherencia se le denominé localizada, caracteristica que no es compartida por otros
grupos de E. coli asociados a la produccion de diarrea (Cravioto et al., 1979).

Estudios posteriores demuestran que existen cuando menos tres tipos de adherencia de
E. coli, observados en cultivo de células HEp-2: 1) Localizada, caracterizada por la
formacién de microcolonias en la superficie celular; 2) Difusa, las bacterias se adhieren a
toda la superficie celular; y 3) Agregativa, |las bacterias forman cumulos con apariencia de
ladrillos apilados tanto en la superfie celular, como en el vidrio de la preparacién {Vial et
al., 1988).

Se ha propuesto que la adherencia de tipo localizado en las cepas EPEC tiene dos fases:
una inicial mediada por adhesinas de tipo fimbriado, que permiten a la bacteria acercarse
a sus receptores celutares y una segunda fase de adherencia intima. Esta Ultima se
relaciona con ef esfacelamiento del epitelio, pérdida de las microvellosidades y la
formacion de estructuras en forma de pedestal (Knutton et al., 1987).



Los cambios bioquimicos relacionados con estos procesos son los que probablemente
inducen a la célula intestinal a secretar agua y electrolitos (cloro y potasio) al espacio
intraluminal. El efecto fisioldgico secundario a estas alteraciones, asi como la deficiente
absorcion de liquidos por la falta de microvellosidades en segmentos importantes del

intestino, son los principales responsables del cuadro de diarrea (Jerse et al., 1990).

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC). Se ha utilizade la asociaciéon de EHEC con la
etiopatogenia de colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico, para definir a este
grupo bacteriano (Tzipori et al., 1992). Las cepas responsables de estos cuadros tienen la
capacidad para elaborar una o mas citotoxinas. Las citotoxinas que produce el grupo
enterohemorragico de E. coli por sus caracteristicas antigénicas y por su actividad sobre
cultivos celulares; reciben dos diferentes denominaciones: citotoxina semejante a la de
Shiga (SLT), por la caracteristica que tiene una de las variedades de cruzar
antigénicamente con la toxina de Shigella dysenteriae tipo q, y el término de verotoxina

(VT), por su efecto citotoxico sobre monocapas de células Vero (Scotland et al., 1885).

Se conocen tres tipos de antigenos de las citotoxinas, dos de ellas afectan
especificamente a humanos, refiréndose como VT1 o SLT-1 y VT2 o SLT-lIl y una
variedad antigénica de VT2, que afecta a animales denominada Vte o SLT-llv (Marquez et
al., 1987).

La actividad especifica de estas toxinas consiste en inhibir la sintesis de proteinas a
través de interferir con la union del aminoacil t-RNA con la subunidad 60S del ribosoma
(Igarishi et al., 1987).

Escherichia coli enterocinvasiva (EIEC). La patogenicidad de esta cepa es idéntica a la de
la bacteria Shigelta ssp., ambos microorganismos han mostrado la invasion del epitelio
coldnico y su fenotipo estd mediado para ambos por un plasmido y un locus cromosomal.
EIEC y Shigella ssp. elaboran una ¢ mas entercotoxinas importantes en la patogénesis
diarreica. La patogénesis favorece: 1) La penetracidn al epitelio celular, 2) la lisis de la
vacuola endocitada, 3) la multiplicacién intracelular, 4) el movimiento direccional a través
del citoplasma y 5) la extension interna a las células epiteliales adyacentes. E! sitio de
accion de Shigelfa ssp. y EIEC es la mucosa colbnica. En estudios histologicos las cepas
de Shigella se establecen en las células epiteliales con la consecuente destruccion de la

mucosa y la formacion de abscesos. Estas alteraciones fueron atribuidas a la accién de



|as citotoxinas, cuya actividad especifica es la inhibicién de la sintesis protéica (Hale,
1985).

Escherichia coli enteroadherente difusa (DAEC). Se reconoce a DAEC como una
categoria independiente de E. cofi potencialmente diareogénica. Esta cepa

predominantemente se asocia a enfermedades diarreicas en nifios.

Levine demostrd que el riesgo de diarrea se presenta entre 1 y 5 arios, la razén de la
asociacion con la edad aun no se conoce. El modo de adquisicién de DAEC no esta
determinado. Pocos estudios epidemiologicos y clinicos han permitido adecuar la
descripcidén del sindrome clinico. La mayoria de los infectados con DAEC presentan
diarrea con pérdida de agua, sin sangre y con presencia de leucocitos en las heces
(Nataro et al., 1998).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC). E. coli enteroagregativa es considerada el
agente causal de la diarrea persistente {con mas de 14 dias de evolucién) en nifios de
paises en vias de desarrollo (Nataro et al., 1998; Pai et al., 1997 y Sang et al., 1997);
también esta asociada a brotes de diarrea en adultos (Morabito et al., 1998; Smith et al.,
1997) y ha sido aislada de pacientes con SIDA (Mayer y Wanke, 1995, Polotsky et al.,
1997 y Wanke et al., 1998). La EAEC incrementa la secrecion de moco del intestino
delgado, aunque no todos los organismos desarrollan diarrea, todos producen ese moco
inusual, donde se encuentra un empaquetamiento denso de bacterias agregadas. El papel
de la produccidon de moco en exceso en la patogénesis de EAEC aun no esta claro, sin
embargo la formacién de una pelicula pesada puede estar relacionada con la capacidad
diarreica del organismo y quiza a su habilidad para causar colonizacion persistente (Hicks
et al., 1996). EAEC se adhiere in vitro a las célutas HEp-2 formando un patrdon
caracteristico de adherencia agregativa denominado “tabiques apilados”, al examinar las
propiedades de adherencia se subdivide su fenotipo en dos categorias: agregativa (AA) y
difusa (DA). La adherencia AA es distinguida por una prominente autoaglutinacién de las
celulas de una bacteria con otra; esto ocurre frecuentemente sobre las superficie de las
células HEp-2. El fenotipo difusamente adherente presenta una baja agregacion y
adherencia sobre la superficie de las células HEp-2 (Nataro et al., 1987). EAEC puede
expresar 3 tipos de fimbrias involucradas en el patrdn de adherencia agregativa. Nataro et
al. (1992, 1993) identificaron una estructura fimbrial formadora de penacho de 2-3 nm
diametro, denominada fimbria de adherencia tipo 1 (AAFI), la cual es codificada en un



plasmido de 60 MDa. Las tipo Il {(AAFH), son morfolégica y genéticamente diferentes a a
de tipo | (Czesulin et al., 1997). Recientemente reportaron una nueva fimbria de adhesion

agregativa denominada tipo Il (AAF IIl) {(Bemier et al., 2002).

Debroy et al. (1995) sugieren que las proteinas de membrana externa (OMP por sus
siglas en inglés) son responsables de la adherencia agregativa de algunas cepas de
EAEC. Wai et al. (1996) implican a una OMP de 38 kDa como responsabie de la
adherencia agregativa. Otros factores de virulencia expresados por EAEC incluyen una
enterotoxina estable al calor (EAST-1) y una proteina (Pic) involucrada en la colonizacién
intestinal {(Henderson et al., 1999). Ofra toxina proteica es secretada por EAEC no
hemolitica, que inmunolégicamente esta relacionada con la hemolisina o de E. cofi. El
tratamiento de células HEp-2 con esta proteina causa elevacién del calcio intracelular
debido a la toma del extracelular del medio, probablemente por el flujo de este a través de
un poro creado por la toxina, como to hace la hemolisina, y por liberacién del mismo calcio
intracelular. No todos estos factores de virulencia se encuentran presentes en todas las
cepas aisladas (Baldwin et al, 1992). Al utilizar modelos de ileon de ratas con
sobrenadantes provenientes de cultivos de EAEC, Eslava et al {1998) identificaron una
exotoxina denominada Pet (Plasmid Encoded Toxin), de naturaleza proteica con un peso
molecular de 108 kDa aproximadamente que pertenece al tipo de proteinas
autotransportadoras y es codificada en un plasmido de 60 MDa asociado con la
adherencia agregativa. La toxina Pet es una serina-proteasa, ésta representa a la primera
proteina de autotransporte con actividad de enterotoxina. Los tejidos intestinales
expuestos a esta enterotoxina producen cambios histopatolégicos caracterizados por un
aumento en la liberacidbn de moco, exfoliacién de células y desarrollo de grietas en las
criptas (Navarro-Garcia et al.,, 1998); asi como, la contraccion del citoesqueleto y la
pérdida de las fibras de actina de células HEp-2 y HT29.

Sin embargo, los efectos de Pet no son inhibidos por farmacos que alteran el
citoesqueleto (colchicina, taxol, citocalasina D y palacidina), los efectos son dependientes
de la actividad de serina proteasa. Cuando se muta la toxina en el dominio de serina
proteasa, pierde actividad de proteasa y no produce efectos citopaticos, darfios en el
citoesqueleto o efecto enterotéxico. Esta toxina produce lesiones en modelos de asa
ligada de ileon de rata con una severa respuesta inflamatoria aguda con un marcado

acortamiento de las microvellosidades en las asas, las lesiones producidas por esta



proteina en rata son muy similares en las encontradas en el intestino de nifios infectados
con E. colf enteroagregativa y es reconocida por ef suero de pacientes infectados con
EAEC (Referido por Eslava et al., 1993),

LLa toxina Pet produce degradacion de las cadenas o y § espectrina de los entrocitos, esta
degradacion es dependiente de la dosis y det tiempo. Estos mismos efectos son
cbservados en cadenas a-fodrina de células epiteliales HEp-2. Una proteina de 120 kD es

obtenida como subproducto de la degradacién (Villaseca et al., 2000).

La patogénesis de la infeccién por EAEC no esta bien caracterizada. La utilizacién de
algunos modeios in vitro e in vivo han permitido reconocer algunas caracteristicas de este
fenémeno tales como la formacion de una gruesa capa de moco en el epitelio de la
mucosa intestinal y la formacion de un biofilm (Tzipori et al., 1992 y Hicks et al., 19986).

Vial et al (1988) demostraron, usando modelos de asa ligada de rata y de conejo
inocutadas con EAEC, la produccién de lesiones caracterizadas por el acortamiento y la
necrosis hemorragica de las microvellosidades acompanada de una respuesta

inflamatoria leve de la submucosa, con edema e infiltraciéon de mononucleares,

Empleando modelos animales, Sainz et al (2002) reportaron la presencia de alteraciones
histologicas en el colon e ileon de ratones BALB/c inoculados con la cepa 042 de EAEC;
observaron asimismo la hipersecreciéon de moco y un aumento significativo de las células
caliciformes. También reportan agregados bacterianos en la superficie apical de las
células del epitelio intestinal y la presencia de edema en la submucosa. En lavados
intestinales obtenidos de animales infectados demostraron la presencia de anticuerpos
IgA contra la toxina Pet; adicicnalmente, detectaron anticuerpos 1gG contra dicha toxina

en el suero de los animales infectados.
Mecanismos de defensa del hospedero contra la infeccién por enterobacterias

El tracto gastrointestinal contiene numerosas células efectoras y reguladoras de origen
linfoide y mieloide, que desempenan un papel importante en la defensa del huésped
contra infecciones entéricas. La funciéon de estas células esta cuidadosamente regulada
para prevenir el dafoc que pudiese originar la respuesta inmune en contra de
macromoléculas provenientes de la dieta y por productos de fa flora normal. Los

patdégenos entéricos evaden los mecanismos de defensa del huésped con estrategias



tales como el ataque a los enterocitos, la invasion de la mucosa o la produccion de

toxinas, ocasionando una rapida respuesta inflamatoria (Malstrom et al., 1998).

La inmunidad se define como el estado de proteccion del organismo contra las
enfermedades infecciosas y puede ser de componentes de baja especificidad y alta
especificidad. Los componentes de baja especificidad comprenden a la inmunidad innata
que provee la primera linea de defensa contra la infeccion; existen otros componentes de
la inmunidad innata que se presentan antes del comienzo de la infeccidén y constituye un
tipo de mecanismo de resistencia a la enfermedad, no especifica. Dentro de la inmunidad
innata se encuentran las células fagociticas, tales como macréfagos y neutréfilos,
barreras tales como piel y una variedad de compuestos antimicrobianos sintetizados por
el huésped (respuesta efectora). En contraste los componentes de alta especificidad
estan comprendidos por la inmunidad adaptativa, que posee cuatro atributos
caracteristicos; 1) Especificidad antigénica 2) diversidad, 3) memoria inmunologica y 4)
reconocimiento de lo propio y 1o no propio; esta inmunidad aparece dentro de los cinco o
seis dias después de la exposicidn al antigeno (Abbas, 2003).

Los linfocitos median los atributos de especificidad, diversidad, memoria y reconocimiento
de lo propio y lo no propio. El sistema inmune adaptativo requiere cooperacion entre
linfocitos y células presentadoras de antigeno como son. macrofagos, linfocitos B, células

de Langerhans y células dendriticas (Abbas, 2003).

Las células del sistema inmunitario se forman a partir de las células madre
pluripotenciales, mediante dos vias de diferenciacion:

La estirpe mieloide esta constituida por monocitos, macréfagos y neutrofilos entre otros.

Las dos clases principales de linfocitos son las células T y las células B. Las células T se
desarrollan a partir de sus precursores en el timo, mientras que las células B de los
mamiferos se diferencian en el higado fetal y en la médula 6sea de los adultos (en las
aves se diferencian en la bolsa de Fabricio).

Los linfocitos se producen en los drganos linfoides centrales o primarios (timo, y médula
0sea de los adultos), algunas de estas células migran hasta los organos linfoides
secundarios (bazo; ganglios linfaticos; amigdalas; y tejido linfoide asociado a mucosas,
MALT).
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Hay dos subpoblaciones de linfocitos T: las células T cooperadoras vy las celulas T
citotéxicas es decir CD4" y CD8’ respectivamente. EI mejor marcador de las lineas
celulares T es el receptor de las células T (TCR). Se conocen dos tipos de TCR: TCR-1 y
TCR-2. TCR-1 es un heterodimero compuesto por dos polipéptidos y y § unido por un
puente disulfuro (ver Fig. 1). TCR-2 es un heterodimero compuesto por dos polipéptidos o
y [ unidos por un puente disulfuro, ambos receptores se encuentran asociados con un
conjunto de cinco polipéptidos; el complejo CD3* que incluyen miembros de ia
superfamilia de las Ig de alta homologia llamados vy, 3, ¢, ademas del 80 al 90 por 100 de
los complejos contienen un homodimero unido por puentes disulfuro de una proteina
denominada cadena £ que no pertenece a la superfamilia de genes de las Ig. El 10 por
100 restantes de células T humanas expresan heterodimeros que constan de cadena { y
expresan la cadena y del FceRI de alta homologia; que conforman el complejo receptor de
las céiulas T (Kuby, 2003 y Abbas, 2003).

cera Cb4 cD8 CD4"  Restringidas
R ~a por moléculas MHC-II
@) . _y (CélulasTy)
TCR-2
(@) CD8  Restringidas
por motéculas MHC-|

Células citotoxicas (Células T,)

(Repenrtorio resiringido)

Fig. 1 Las subpoblaciones TCR-1 en células sanguineas humanas

representan <10% y las TCR-2" >90%. MHC= Complejo principal de
histocompatibilidad (Kuby, 2003 y Abbas, 2003).

Los linfocitas TCR-2CD4" también se pueden clasificar de acuerdo a su patrén de
secrecion de citocinas de diferentes clonas de células Th (linfocitos T cooperadores). Se
describen dos tipos de clonas de células T CD4". La subpoblacion Th-1 secreta IL-2, IFN-y

y TNF-a; la subpoblacion Th-2 secreta IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Las células Th-1 llevan a
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cabo funciones relacionadas con citotoxicidad y reacciones inflamatorias locales, en
consecuencia estas celulas son importantes en la lucha contra los patdgenos
intracelutares (virus, bacterias y parasitos). Las células Th-2 estimulan con mayor eficiacia

las células B para que proliferen y produzcan anticuerpos (ver Figura 2).

-1 IFN-y
ToR.2 TNF-a
CD4+
IL-4
IL-5
Th-2 IL-6
IL-10

Fig. 2 Subpobiaciones celulares TCR-2 se
pueden dividir en células Th-1 y Th-2 de acuerdo
a las citocinas que producen (Kuby, 2003 vy
Abbas, 2003).

Existe una tercera poblacion de iinfocitos que no expresan receptores de antigeno y que
se denominan células asesinas naturales (Natural Killer, NK). Descubiertas en 1975.
Constituyen el 15% de los linfocitos sanguineos. Las células NK precursores linfoides de
la médula 6sea, son derivadas de células hematopoyéticas, son consideradas células
efectoras de la inmunidad innata, actuan como primera linea de defensa antes de
desarrollar inmunidad adaptativa por linfocitos B y T. Se caracterizan por su morfologia,
son linfocitos granulosos grandes (LGG), presentan una mayor cantidad de granulos
azurdfilos que tas células granutosas T. Una forma precursora de las células NK son las

denominadas NKPs.

Bajo condiciones normales las céluias NK estan principalmente confinadas a sangre
periférica, bazo y médula 6sea, pero pueden emigrar al tejido inflamado en respuesta a
diferentes sustancias quimiotractantes (Kuby, 2003 y Abbas, 2003).
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El desarrollo de una respuesta inmune efectiva involucra células linfoides, células
inflamatorias y células hematopoyéticas. La compileja interaccion entre estas células es
mediada por un grupo de proteinas designadas como citocinas que son secretadas por
células de la inmunidad innata e inmunidad adaptativa y que denotan su papel en la

comunicacion celular es decir, median muchas de las funciones celulares.

Las citocinas se definen como polipéptidos de bajo peso molecular o glicoproteinas que
regulan numerosas funciones celulares y permiten sefiales autocrinas paracrinas y
endocrinas. Las citocinas son producidas en respuesta a microbios y otros antigenos,
diferentes citocinas estimulan diversas respuestas de células que partictpan en la
inmunidad e inflamacion. Las citocinas regulan muchas rutas que intervienen en la
respuesta inflamatoria del huésped en sepsis. La influencia en la diferenciacion celular,
proliferacion y activaciéon y en las respuestas proinflamatorias y anti-inflamatorias, permite

al huésped reaccionar apropiadamente contra los patégenos (Kuby, 2003) .

Una citocina particular puede unirse a receptores de la membrana de la misma célula que
la secreta, accién llamada autocrina; puede unirse a receptores de células blanco
cercanas a las ceélulas que la producen, accién llamada paracrina; en pocos casos
también puede unirse a receptores de células hlanco en lugares distantes del cuerpo,
accion llamada endocrina. Las citocinas regulan la intensidad y duracion de la respuesta
inmune por estimulacién o inhibicién de Ja activacidn, proliferacion, y/o diferenciacién de
varias células y por la regulacién de la secrecion de anticuerpos u otras citocinas (ver
Tabla [). Las citocinas poseen atributos tales como: ser pleiotropicas (una citocina da
diferentes efectos biolégicos en diferentes células blanco), ser redundantes (dos o mas
citocinas que median funciones similares), presentar sinergismo (combinacion de efectos
de dos citocinas en cual se ve incrementada la actividad celular), presentar antagonismo
(los efectos de una citocina inhiben o contrarrestan los efectos de otra) y efecto de
cascada (cuandc la accién de una citocina en una célula blanco induce que se produzca
otra 0 mas citocinas, y éstas inducen a otras células blanco a producir otras) lo cual
permite que ellas reguien la actividad celular de una forma coordinada e interactiva (Kuby,
2003 y Abbas, 2003).

Desde el punto de vista de su participacion en mecanismos de dano tisular, las citocinas
que participan en la inmunidad natural conducen a las células efectoras de la inflamacion,

a reaccionar en forma inespecifica en respuesta hacia un antigeno, con participacion
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minima o nula de anticuerpos especificos. Las células T que producen este tipo de
respuestas, se conocen como células T del tipo Th-1, y se distinguen de la tipo Th-2
porque estas Ultimas producen primordialmente las citocinas en las que participan los
anticuerpas como los principales protagonistas. En el caso de una respuesta
inmunolbgica se activan ambos tipos de células pero tiende a existir predominio de una de
las dos formas de respuesta, ya que uno y otro tipo de células producen citocinas que
mutuamente pueden inhibir sus funciones (citocinas tipo Th1 como el IFN-y inhibe la
produccion de la IL-10 citocina Th-2 y viceversa). Cuando se pierde el balance entre la

actividad de uno y otro tipo de células, estos circuitos inhibitorios determinan que exista

predominio franco de uno de los dos tipos de respuesta.

Tabla I. Ejemplos de citocinas de la inmunidad innata e inmunidad adaptativa.

Citocina Tamafio Fuente celular Células Blanco y efectos
(nterferon-y Subunidades de 50 kDa | Células Th-1; »  Activacion de macréfagos.
(IFN-y) {glicosilado) celulas CD§~ ¥ Aumenta exprasion de MHC-I y MHCH;
Homodimero de 21-24 | células NK ¥ Aumenta la presentacién de antigeno
kDa »  Diferenciacién de células Ty B
Factor de Necrosis | 17 kD; secretado como | Macrofagos »  Activa células endoteliales:
Tumoral -cu Homotrimero de 51 kDa | células T » inflamacién y coaguiacion
(TNF<) »  Activa neutrdfilos;
¥» Hipotalamo: fiebre
» Higado: sintesis de proteina de fase aguda
¥ Mdasculo, grasa: catabolismo
»  Varios tipos celulares: apoptosis
Interieucina 10 Homodimero de 34-40 | Macréfagos ¥ Macrofagos: inhibicion de produccion de 1L-12,
(IL10} kDa o subunidades de 18 | células T TH; > expresion de coestimuladores y moléculas
kDa MHC-II
¥ Células B: proliferacion
¥ Control en la homebstasis
»  Proliferacién de células T
Intefleucina 5 {IL5) | Homodimero de 45-50 | Células TH2 ¥ Preactivacion de células T,
kDa o subunidades de 20 ¥ activacion de sosintfilos
kDa
Interieucina 4 {IL4) 18 kDa Células TH2 » Células T: diferenciacion Th-2,
Célutas madre #  proliferacidn y preactivacién de células T
> Células B: Cambio de Isotipe IgE
Interteucina 2 {IL2) 14-17 kDa Céivlas T # Células T: activacion, proliferacion, incremento
on la sintesis de citocinas; aumento potencial
en apoptosis
» Células NK: proliferacion y activacion
> Gélilas B: proliferacion y sintesis de
anficuerpos

Abreviaturas: kDa, kiledaltonas; MHC, Complejo Principal da Histocompatibilidad: tgE, Inmunoglobulina £; NK, Natural Killer
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Para estudiar fa participacidon de la respuesta inmune en infecciones por E. cofi es
importante considerar que el tracto gastrointestinal contiene numerosas células efectoras
y reguladoras de origen linfoide y mieloide, que desempefan un papel importante en la
defensa del huésped contra infecciones entéricas. La funcidén de estas célfulas esta
cuidadosamente regulada para prevenir el dafio que pudiase onginar la respuesta inmune
en contra de macromoléculas provenientes de ia dieta y por productos de la flora normal.

El balance entre la funcion de defensa del huésped vy la tolerancia inmunolégica en &l
sistema inmune del intestino es regulado por la produccién de citocinas reguladoras de
estos tejidos inmunes asociados a mucosa (MALT) (McDermott, 1994). La aparicion de
inflamacién en enfermedades gastrointestinales de animales deficientes de citocinas
como la interleucina-10, el factor de crecimiento transformante-p (TGF-B) y |a interleucina-
2 (Kuhn et al., 1993; Kulkarni et al., 1993 y Sadlack et al., 1993) sugiere la participacion

de éstas en la conservacion de dicho balance.

El tracto gastrointestinal se encuentra revestido por las mucosas que constituyen una de
las barreras anatémicas que separan el interior del organismo del medio extemo y por
ello, interaccionan continuamente con infinidad de agentes exdgenos (Mcl. Mowat, A. et
al.,, 1997); como resultado de la constante presidn ejercida por la fuerte carga antigénica
exogena (Brandtzaeg, P., 1998) el MALT (Kraehenbuhl et al., 1992) cuenta con dos
mecanismos de defensa que participan en la homeostasis inmunitaria como son Jla
tolerancia y la exclusién inmune, cuya regulacién permite la disminucion o la induccién
respectivamente (Brandtzaeg, P., 1998) de |a respuesta inmune del MALT.

En un estudio realizado con diferentes cepas de E. coli (enteropatogénica vy
enterohemorragica) demostraron que la bacteria completa y/o el lisado de éstas inhiben
selectivamente la expresidén de citocinas (IL-2,IL-4,1L-5 e IFN-y) de linfocitos de sangre

periferica estimuladas con mitdgenos (Klapproth et ai., 1995).

En estudios posteriores se han identificado productos derivados de EPEC que inhiben la
produccion de citocinas por linfocitos de la ldmina propia en humanos, lo que sugiere que
ciertos productos bacterianos alteran la homeostasis inmune el tracto gastrointestinal a
través de la inhibicién de la produccién de citocinas regulatorias que podrian contribuir a

la patogénesis bacteriana (Klapproth et al., 1895 y Malstrom et al., 1998).
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Posteriormente se han hecho estudios en poblaciones murinas en donde se demuestra la
inhibicidn de la produccion de IL-2,iL-4 e IFN-y, sin embargo, la produccion de IL-10
aumento. Ademas se logré evidenciar que el mecanismo de inhibicidn no es consecuencia

de la apoptosis ni de efectos secundarios de IL-10 ni de TGF-p (Malstrom et al., 1998).

Para poder evaluar la produccién de citocinas intracelulares o en sobrenadantes de
linfocitos estimulados con diferentes sustancias o productos bacterianos o inclusive
bacterias completas como la E. cofi, se cuenta con una nueva metodologia que ha sido de
gran utilidad que es la citometria de flujo (Suni et al., 1998; Nomura et al., 2000 y Wilco
de Jager et al., 2003).

Método para evaluar la respuesta inmune

La citometria de flujo es un método cuantitativo que permite la medicidn rapida de ciertas
caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en liquide que
producen una senal de forma individual al interferir con una fuente de luz (Shapiro, 2003 y
Longobardi,1992). El citbmetro de flujo mide el tamaro celular relativo, la compiejidad
celular relativa o granularidad y la intensidad de fluorescencia relativa, agrupando las

células en poblaciones bien definidas.
El citdmetro de flujo consta de tres sistemas: el fluidico, el dptico y el electronico.

El sistema fluidico transporta particulas en una corriente del rayo del laser. El sistema
optico consiste de laseres que iluminan las particulas en la corriente de la muestra y filtros
opticos que dirigen las sefales luminosas resultantes a 1os detectores apropiados. El
sistema electronico convierte las sefiales luminosas detectadas en sefales electronicas

gue pueden ser procesadas por la computadora.

Cualquier particula o célula entre 0.2-150 micrémetros es apropiado para el analisis por

citometria de flujo (ver Fig.3).

La luz es desviada cuando incide en una particula. La cantidad de luz desviada depende

de las propiedades fisicas de ta particula, principalmente su tamafio y densidad.

La luz desviada en un angulo de 0.5° a 5° con respecto al eje del rayo del laser es
denominada: luz con desviacién frontal (Foward scatter, FSC). Un segundo tipo de luz
desviada es colectada en un angulo de 90° con respecto al eje del rayo del laser es

denominada: luz con desviacion lateral (Side scatter, SSC). Los linfocitos, monocitos y
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granulocitos pueden ser separados y reconocidos claramente por sus caracteristicas de
tamano (SSC) y granularidad (FSC) (Shapiro, 2003 y Longobardi, 1992).

Fig. 3 Citbmetro de flujo BD FACSCalibur consta de dos rayes laser
que tienen |la capacidad de detectar cuatro fluorocromos.

Los fiuorocromos mas cominmente usados en citometria deben ser excitables, esto es
absorber a 488 nm, ya que esta es la longitud de onda de los laser de Argodn. El
isotiocianato de fluorosceina (FITC) es el fluorocromo mas utilizado en la actualidad, su
espectro de absorcion es a una longitud de 488 nm. Como a 488 nm se obtiene una alta
excitacion, a esta longitud de onda se obtiene una alta emisién. Es posible utilizar mas de
un fluorocromo simultaneamente si ambos pueden ser excitados a 488 nm y si las
longitudes de onda en su maximo de emision no estan muy cercanas entre ellas. La
combinacion de FITC y ficoentrina (PE) retne las caracteristicas mencionadas. En la
actualidad existen citdmetros de flujo que detectan doce o mas fluorocromos distintos
simultaneamente (Shapiro, 2003 y Longobardi, 1992).

La mayoria de las células fluorescen a un bajo nivel (530 nm para FITC y 570 nm para
PE} cuando son iluminadas por la luz del laser. Ello se debe a que los constituyentes
celulares son capaces de absorber energia de la luz del laser y la liberan en forma de
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fluorescencia. Esto es denominade autofluorescencia, por que no se requiere agregar
ningun colorante fluorescente a la célula. Los fijadores como glutaraldehido vy
formaldehido emiten fluorescencia en un muy amplio espectro de emision, de manera no
especifica. Por lo anterior se debe tener en cuenta cuando se selecciona un agente fijador
para células que se analizaran mediante citometria de flujo, especiaimente no es

conveniente utilizar concentraciones altas (Shapiro, 2003 y Longobardi,1992).

Los citdmetros en general detectan tres tipos de sehales: FSC, SSC vy fluorescencia.
Cualquiera de estos pardmetros puede ser utilizado para crear una ventana o regidon
electrénica. Esto permite que se separen diferentes subpoblaciones de una mezcla de
varias poblaciones, de tal manera que los subsecuentes analisis podran realizarse
exclusivamente de la subpoblacién dentro de la ventana (ver Fig. 4, Shapiro, 2003 vy
Longobardi, 1992).

S

i

d L Neutréfilos
e

S

c

a

t

t

e L Monocitos
r

Linfocitos

0 20 40 60 80 100
Forward light Scatter

Fig. 4 Grafica de puntos del citémetro de flujo donde se muestra la ubicacidn de las
poblaciones celulares de neutrofilos, monocitos y linfocitos (cada punto representa una célula).
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Actualmente el citdmetro de flujo tiene varias aplicaciones clinicas entre ellas destacan:
Inmunofenotipo de linfocitos CD3,CD4,CD8 (Para control de SIDA); inmunofenotipo de
linfocitos T, B y NK; enumeracién de reticulocitos; cuantificacion de celulas CD34+
(Transplantes); tipificacion de leucemias; andlisis de ciclo celular {DNA) tumores y cancer,;
tipificacion de linfomas y mielomas; deteccién de gldbulos blancos residuales en
productos sanguineos (glébulos rojos y plaquetas) y activacion de plaguetas (Shapiro,
2003 y Longobardi, 1992).

Segun Shapiro (2003) y Longobardi (1992) el citbmetro de flujo también tiene aplicacion
en la investigacion de: inmunofenotipo de linfocitos, proliferacién celular, identificacidén de
citocinas, activacion celular, analisis de ciclo celular, identificacion de otro tipo de

moléculas de superficie e intracelulares, apoptosis, flujo de calcio y ph intracelular.

Hoy en dia es factible adquirir estuches comerciales como Cytometric Bead Array (CBA)
BD PharMingen que permite cuantificar detectar simultaneamente IL-2, IL-4, IL-5, IL-10,
TNF-a e IFN-y (Th-1/Th-2) en una misma muestra con una sensibilidad de 20 pg/mL-5000
pg/mL, otras ventajas que ofrece esta metodologia son: el requerir menos volumen de
muestra que el ELISA convencional, menor tiempo en la determinacion y sensibilidad
similar a la del ELISA convencional. Permite hacer determinaciones en cultivos de tejido,
sobrenadantes, plasma con EDTA y suero (de acuerdo a las especificaciones del

instructivo del estuche comercial CBA, BD PharMingen y Carson et al., 1999 ).

El principio del CBA es el uso de perlas con diferentes intensidades de fluorescencia las
cuales estan cubiertas con los anticuerpos especificos para: IL-2, |L-4, IL-5, IL-10, TNF-a
e IFN-v (el primero corresponde al mas brillante y el ditimo al menoes brillante). Se procede
hacer una mezcla de las seis poblaciones de perlas de las diferentes citocinas, para
formar una suspensiéon que permita la deteccion de multiples analitos solubles en un
pequefo volumen de muestra. El sistema CBA, BD amplifica la fluorescencia de analitos
solubles y por ultimo son leidas en el canal FL3 del citometro de flujo marca BD FACS™.
Las perlas cubiertas con los anticuerpos de las citocinas son unidos con el fiuorocromo
PE (ficoeritrina), se incuban con estdndares recombinantes o muestras de prueba para
formar un complejo. Las perlas se adquieren en el citbmetro de flujo y los resultados son

graficados, se utiliza un Software de analisis CBA BD (ver Fig. 5).
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Diferentes analitos

Anticuerpo
...... acoplado a PE,

Anticuerpo RSN P
§ ' emitien

acoplado a perlas, [ Q > 0 - € intonesi ::des

Zggl:tggo | proporcionales a fa

intensidades FL3. . | ‘/ concentracion del

Fig. 5 Muestra las perlas acopladas a los anticuerpos y a los flucrocromos y éstos a su vez al analito.

Las ventajas atribuidas a este sistema son las siguientes:

1. Requiere un volumen de muestra de 1 a 6 veces menor que la cantidad necesaria
para el ELISA convencional debida a la deteccién de seis analitos en una sola

muestra.

2. Un solo grupo de estandares diluidos es utilizade para generar una curva estandar

para cada analito.

3. No es necesario replicar muestras para cada perla, un evento adquirido es
considerado una prueba replicada.

4. lLos experimentos en el CBA toman menor tiempo que en una sola prueba de
ELISA y provee resultados que podrian requerir normalmente seis ELISAS
convencionales (de acuerdo a las especificaciones del instructivo del estuche
comercial CBA, BD PharMingen y Carson et al., 1999 ).
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Pet toxina de EAEC activa la secrecion de citocinas Th-2 (IL-4, IL5 e IL-10) en PBMC de

individuos sin cuadro clinico de diarrea.

Evaluar los efectos de la toxina Pet de EAEC sobre la proliferacidn de celulas

mononucleares de sangre periférica (PBMC) y la secrecion de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-5,
IL-4 e IL-2 (Th-1-Th-2).

1. Valorar la proliferacion de PBMC de voluntarios sanos en respuesta a la estimulacion

con la toxina Pet de E. coli enteroagregativa.

2. Evaluar la expresidn de citocinas, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 en
sobrenadante de PBMC de voluntarios sanos en respuesta a la estimulacion con Pet
de E£. coli enteroagregativa.

3. Evaluar la expresion de citocinas intracelulares; IFN-y, IL-2, IL-4 e H_-10 de PBMC de

voluntarios sanos en respuesta a la estimulacién con Pet de E. cofi enteroagregativa.
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Diagrama de flujo de fas actividades durante la etapa experimental.

Obtencidn de la toxina Pet de E. coli
enteroagregativa

QObtencidn de las células mononucleares
de sangre periférica (PBMC)

Viabilidad de las PBMC estimuladas con
la toxina Pet de E. cofi durante 5 dias

Proliferacion celular de las PBMC en
presencia de la toxina Pet de E. coff
durante 3 dias

Activacién de las PBMC en presencia de
la toxina Pet de £. cofi durante 5 dias,
deteccién de CD 25"

Determinacion de citocinas en
sobrenadante de cultivo de las PBMC
estimuladas con la toxina Pet de E. cof
durante 5 dias

Determinacién de citocinas intracelulares
de las PBMC estimuladas con |a toxina
Pet de E. cofi durante 1 dia, 3diasy 5

dias (cinética)
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Valoracién de la profiferacion de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

La cepa pCEFNI (E. coli HB101) hiperproductora de Pet resistente a ampicilina (50 pg/mL)
fue proporcionada por el Dr. Carlos Alberto Eslava Campos del Departamento de Salud
Pablica, Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Para obtener la toxina Pet de E. coli . Se utilizd el procedimiento descrito por Villaseca et
al. (2000). Se prepar¢ un preinéculo de la bacteria que se crecio en caldo Luria Bertani pH
7.2 durante 18 h a 37 °C, de este se agregaron 200 ul a matraces Erlenmeyer de 500 mL
con 200 mL de caldo Luria Bertani pH 7.2 adicionado con ampicilina 50 pg/mL, se incubé
de 18 a 24 h a 37 °C con agitacién. El cultivo bacteriano se centrifugé a 12000 x g por 20
min. a 4 °C y se descarté el paquete bacteriano. Se precipito el sobrenadante a 4 °C con
sulfato de amonio sélido hasta alcanzar una saturacion del 75%, se agregd lentamente
con agitacion suave durante 2 h y se dejé toda la noche en reposo a 4 °C. El precipitado
se recuperd por centrifugacién a 12000 x g por 30 min. a 4 °C. El precipitado se
resuspendié y se dializé contra una solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 0.07 M
pH 8.2 a 4 °C por tres dias con dos cambios de 4 L de la solucion amortiguadora de
fosfatos por dia. Posteriormente la didlisis se eluyd en una columna de Q-sefarosa y
despues se sometic a cromatografia de liquidos (FPLC) columna mono S8 HR 5/5. Se
determind la concentracion de proteinas totales por el metodo de Bradford y se realizé

una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% para evaluar la pureza de la proteina.

Para estimular células menonucleares se procedié a obtener 20 mL de sangre periférica
de varios donadores sanos. L.as PBMC se extrajeron con una jeringa humedecida con
heparina. La sangre se diluyé con dos volimenes de PBS (20 mL de sangre y 40 mL de
PBS). Se colocaron 3 mL de Ficoll-Paque ™ PLUS (Gibco, BRL densidad 1.077) en 10
tubos cdnicos de 15 mL y se adicionaron 6 mL de sangre diluida y se centrifugaron a
temperatura ambiente a 300 x g por 30 min. (sin freno). Con la ayuda de una pipeta
Pasteur se aspiraron los linfocitos de la interfase (entre Ficoll y plasma), se colocaron en
tubos Falcon de 50 mL y se adiciond PBS hasta llenar el tubo y se centrifugd a 514 x g
por 10 min. a 4 °C (para eliminar el Ficoll). Se decanté el sobrenadante y se
resuspendieron las células nuevamente en PBS hasta llenar el tubo Falcon y se centrifugo

a 514 x g por 10 min. a 4 °C, se decantd el sobrenadante, se agregaron 2 mL de medio
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RPMI-1640 incompleto. La viabilidad se determiné con azul de tripano 0.4% de ia
siguiente manera, en un tubo eppendorf de 1.5 mL se agregaron 90 uL de una solucién de

azul tripano al 0.4% y 10 uL de la suspension de células mononucleares.

Se colocaron 10 ulL de la suspensién anterior en una camara de Neubauer y se procedio a
contar las células. Las células tefiidas de azul son células muertas y las no tefiidas son

celulas vivas ya que no dejan penetrar el colorante (Coligan et al., 1992).

Antes de llevar a cabo la proliferacion celular se verificd si existia efecto toxico de Pet
sobre PBMC. Para esto se colocaron en placas de cultivo de 12X8 pozos por sextuplicado
2 X 10° células en 200 uL de medio RPMi-1640 por pozo y se estimularon con la toxina
Pet a diferentes concentraciones; 1.25, 2.50, 10.00, 20.00, 50.00 ug/mL y se destinaron
tres pozos con PBMC uUnicamente (sin estimulo), como testigo negativo. Medio RPMI-
1640 completo (aminoacidos esenciales 0.1 mM, aminoacidos no esenciales 0.1 mM,
suero fetal bovino al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, HEPES 20 mM vy
antibiético-antimicético: 10.000 unidades/mL de penicilina G de sodio, 10.000 pg/mL de
sulfato de estreptomicina y 25 pg/mL de anfotericina B como fungicida). Las ceélulas se
mantuvieron a 37 °C en atmosfera de CO; al 5%, durante 5 dias. Cada 24 h las células
recuperadas, se lavaron con RPMI-1840 incompleto y se centrifugaron a 400 x g a 4 °C
durante 10 min. y se procedidé a contar con azul tipano al 0.4% en la camara de
Neubauer como se describié antefiormente; se contaron células totales vivas y muertas
{Coligan et al., 1992).

Para evaluar el grado de proliferacion de las células mononucleares de sangre periférica
en presencia de la toxina Pet; se colocaron por triplicado 2 X 10° células en 200 ulL de
medio RPMI-1640 completo por pozo y se estimularon con Pet a diferentes
concentraciones; 1.25, 2.50, 5.00, 10.00, 20.00, 50.00 pg/mL; con fitohemaglutinina
{mitégeno, PHA) 10 ug/mL, como testigo positivo y se destinaron tres pozos con PBMC
unicamente (sin estimulo), como testigo negativo. Medio RPMI-1640 completo
(aminoacidos esenciales 0.1 mM , aminoacidos no esenciales 0.1 mM, suero fetal bovino
al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodic 1mM, HEPES 20mM y antibidtico-
antimicético: 10.000 unidades/mL de penicilina G de sodio, 10.000 ug/mL de sulfato de
estreptomicina y 25 ug/mL de anfotericina B como fungicida). Las células se mantuvieron

a 37 °C en atmédsfera de CQO, al 5%. Para medir la estimulacién las células se marcaron a
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las 48 h con 3H timidina (3HTdr) 81 mCi/pozo (5 Ci/mmol, Amersham y se cosecharon 24
h después sobre fiitros de fibra de vidrio. La radioactividad incerporada se midié en un
contador de centelleo (Minaxi 3, Tri Carb ®, 4000 series, United Technologies Packard).
Los resultados obtenidos se expresaron como el indice de estimulacion, que se define
como: conteo geométrico por minuto de las células estimuladas con el antigeno (Pet) ©
mitégeno dividido entre el conteo geométrico por minuto de células testigo no estimuladas
(Coligan et al., 1992).

Evaluacion de la expresion de citocinas extracelulares

Para evaluar la expresion de citocinas extracelulares se colocaron en placas de cultivo de
12X8 pozos por triplicado 2 X 10° células en 200 ul de medio RPMI-1640 completo por
pozo y se estimularon con la toxina Pet a diferentes concentraciones: 1.25, 2.50, 5.00,
10.00, 20.00, 50.00, 100.00 pg/mL y se destinaron tres pozos con PBMC sin estimulo,
como testigo negativo. Medio RPMI-1640 completo (aminoacidos esenciales 0.1 mM,
aminoacidos no esenciales 0.1 mM, suero fetal bovino al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato
de sodio 1 mM, HEPES 20 mM y antibiético-antimicético: 10.000 unidades/mL de
penicilina G de sodio, 10.000 ug/mL de sulfato de estreptomicina y 25 pg/mL de
anfotericina B como fungicida). Las células se mantuvieron a 37 °C en atmésfera de CO,
al 5 %, durante 5 dias. Al finalizar el tiempo de estimulacién se recuperaron las células
cada fres pozos por tubo, se centrifugd a 400 x g a 4 °C durante 10 min. para recuperar €l

sobrenadante.

fPara determinar la concentracion de citocinas humanas se elaboré una curva estandar
para cada una de las citocinas a diferentes concentraciones (20, 40, 80, 156, 312, 625,
1250, 2500, 5000 pg/mL). La curva estandar permitid interpolar ias intensidades de
fluorescencia de las muestras y de esta manera saber la concentracion de citocinas en el
sobrenadante. Al sobrenadante del cultivo se le agregd un sistema de anticuerpos
marcados con flurocromos (perias) con diferentes intensidades de fluorescencia (mas
brillante—IL-2, IL-4, IL-5, tL-10, TNF-a, € IFN-y-— menos brillante). Los anticuerpos se
unieron a las citocinas encontradas en el sobrenadante y emitieron diferentes
intensidades de fluorescencia proporcional a la concentracion del analito; de esta manera

se determinaron cualitativamente y cuantitativamente. Se utilizé un testigo positivo a-
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CD3'CD28' 5 ng/mL y 10 ug/mL respectivamente que simuta la activacion de linfocitos T
in vivo (de acuerdo a las especificaciones del instructivo del estuche comercial CBA, BD
PharMingen; Carson et al., 1999 y Wilco de Jager et al., 2003).

Las muestras se adquirieron y analizaron en un citémetro de flujo (BD FACSCalibur) con
el software Cell Quest version 3.3; se ubico la poblacion de linfocitos y se abrio una
ventana en el grafico de puntos FSC (luz con desviacién frontal) contra SSC (luz con
desviacion lateral) ia adquisicidn se realizé a 10 000 eventos. Los resuitados se expresan

en pg/mL y se realizé por duplicado.

Evaluacion de la expresion de citocinas intracelulares

Identificacion de citocinas intracelulares de las PBMC estimuladas con la toxina Pet de
Escherichia coli enteroagregativa. Se colocaron en placas de cultivo de 6X4 pozos por
octuplicado 2 X 10° células en 1000 plL de medio RPMI completo por pozo y se
estimularon con |a toxina Pet a diferentes concentraciones; 1.00, 10.00, 100.00 pg/mL.
Medio RPMI-1640 completo (aminoacidos esenciales 0.1 mM , aminoacidos no esenciales
0.1 mM, suero fetal bovino al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, HEPES 20
mM y antibiético-antimicético: 10.000 unidades/mL de penicilina G de sodio, 10.000 pg/mL
de sulfato de estreptomicina y 25 ng/mL de anfotericina B como fungicida). Las celulas se
mantuvieron a 37 °C en atmésfera de CO, al 5 %, durante 1, 3 y § dias para fodas las
concentraciones de la toxina Pet con el proposito de realizar una cinética y poder
determinar la concentracion de citocinas I1L-2 FITC, 20 ul/1 0° células; IL-4 PE, 20 p.L!“IOS
células; IL-10 PE, 16 ul/10° células e IFN-y FITC, 20 ulL/1 0° células; a diferentes tiempos.
Al finalizar el tiempo de estimulacion se les agrego brefeldina (la cual inhibe el transporte
de citocinas del aparato de Golgi a la membrana de la célula), 10 pg/mL por cada 2.5X10°

celulas por 4 h; para concentrar las citocinas y poder detectarlas a niveles de

concentracidn mas elevados.

Para poder identificar el tipo celular que sintetiza la citocina primero se realizé una
inmunotincion de las proteinas de superficie y posteriormente se realizé la inmunotincién

de las citocinas intracelulares junto con sus testigos positivos .
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Marcaje de las profelnas de supeticie

Se resuspendieron las células de tal manera que en cada tubo eppendorf de 1.5 mL
quedaran 500 000 células, se bloquearon con IgG humana para evitar pegado
inespecifico y se marcaron con los siguientes anticuerpos monoclonales: CD8" FITC, 20
ulL/10° células; CD3* PE, 20 ul/10° célutas, CD4" PerCP; CD69" APC (Aloficocianiday, 20
ul/108 células. Se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron con paraformaldheido al 1%. Los
anticuerpos CD3" se utilizaron para identificar los linfocitos T, los CD4" para identificar las
células cooperadoras, los CD8" para identificar las células citotéxicas y el CD69"
(receptor temprano de activacion de linfocitos T que se expresa dentro de las primeras 24

h de estimulacién; ver tabla Il).

Marcaje intracelular de fas citocinas

A los tubos eppendorf de 1.5 mL que contienen las células que se destinaron para
marcarlas intracelularmente (no fijjadas en paraformaldheido) se les agrego
Citofixcitoperm (saponina y brefeldina), detergente que permite permebilizar la membrana
de las células, e IgG para bloquear intracelularmente. Posteriormente se lavaron dos
veces con Perm/wash 1X (saponina) y se marcaron intracelularmente con los siguientes
anticuerpos monoclenales: [L-2 FITC; IL-4 PE; IL-10 PE e IFN-v FITC (el primer tubo se
utilizé para autofluorescencia y para el tubo 2 isotipos IgG1a FITC, 16 plL/10° células;
IgG2b PE, 16 ul/10° células y IgG1a PerCp, 16 ul/10° células (ver tabla I1); por Gltimo se
fijaron en paraformaldheido al 1%. Las muestras se adquirieron en el citdmetro de flujo
{(BD FACSCalibur) y los resultados se expresan en porcentajes de subtipos de lionfocitos
CD4" que secretan determinada citocina (Jung et al, 1992 y Kallas et al., 1998).

En la tabla IV se muestra el procedimiento para la determinacién de proteinas de
superficie y de citocinas intracelulares de las PBMC estimuladas con a toxina Pet de
Escherichia coll.
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Tabla Il. Preparacién de las muestras para la deteccion del antigeno de superficie e

intracelular.
Tubo Anticuerpos monoclonales )
FL1 FL2 FL3 FL4
1 Control de Control de Control de Control de
Autofluorescencia | Autofluorescencia | Autofluorescencia | Autoflucrescencia
2 lgG1a IgG2b lgG1a igG1a
Control de isotipo | Control de isotipo | Control de isotipo | Control de isotipo
3 CD8* CD3* CD4"
4 CD8* CD4" CD69"
5 fiL-2 IL-10 CD4"
6 tIL-2 iIL-10 Ccb4*
7 IFN-y IL-4 CcD4*

FL1: Isotiocianato de fluoresceina (FITC), FL2: Ficoeritrina (PE), FL3: Proteina de clorofila
peridina (PerCP) y FL4: Aioficocianida (APC).

Testigos positivos

Se utilizaron dos testigos positivos de células Hick comerciales: Hick 1 {(Human
intracelular cytokine-1 de PBMC, células testigo positivo para citocinas intracelulares
humanas estimuladas para expresar niveles detectables de IL-2, IFN-y y TNF-a) y Hick 2
(Human intracelular cytokine-2 de PBMC, células testigo positivo para citocinas
intracelulares humanas activadas para expresar niveles detectables de IL-3, IL-4, IL-10,
IL-13 y GM-CSF). Se procedié a marcar las células con tL-2, IL-4, IL-10, e IFN-y. Las
muestras se adquirieron en el citdmetro de flujo {BD FACSCalibur) y los resultados se
expresan en porcentajes de subtipos de lionfocitos CD4' que secretan determinada

citocina.

Para la deteccion del receptor de IL-2 (CD25%) como un marcador de activacion de
linfocitos T, se colocaron en placas de cultivo de 12X8 pozos por triplicado 2 X 10° células
en 200 ul de medio RPMI-1640 completo por pozo y se estimularon con la toxina Pet a
diferentes concentraciones: 1.25, 2.50, 5.00, 10.00, 20.00, 50.00, 100.00 pg/mL y se
destinaron tres pozos con PBMC sin estimulo, como testigo negativo. Medio RPMI-1640
completo (aminoacidos esenciales 0.1 mM | aminodcidos no esenciales 0.1 mM, suero
fetal bovino al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodic 1 mM, HEPES 20 mM y
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antibigtico-antimicétice: 10,000 unidades/mL de penicilina G de sodio, 10.000 ng/mL de
sulfato de estreptomicina y 25 pug/mL de anfotericina B como fungicida). Las células se

mantuvieron a 37 °C en atmésfera de CQO, al 5 %, durante 5 dias.

Al finalizar el tiempo de estimulacion se recuperaron las células cada tres pozos por tubo,
cada pozo se lavd con 400 L de PBS, se centrifugd a 400 x g a 4 °C durante 10 min.
para recuperar las células. El sobrenadante no se descartd para ser utilizado en el ensayo
de citocinas. Se les agregd IgG a las células para bloquear y asi poder evitar pegado
inespecifico, posteriormente se procedié a marcar las proteinas de la superficie celular
con anticuerpos monoclonales: CD3" FITC (Isotiocianate de fluoresceina, lectura a 530
nm), 20 pl/10° células; CD4" PE (Ficoeritrina, lectura a 560 nmy), 20 ul/10° células; CD8"
PerCP (Proteina de clorofila peridina, lectura a 850 nm), 20 uL/10° células; CD4" PerCP,
20 ul/10° células; y CD25" PE, 20 ul/10° células, se incubé en la oscuridad durante 25
min. a 4°C, terminado el ttempo se realizaron dos lavados con PBS, por cada lavado se
procedio a centrifugar a 400 x g a 4 °C durante 10 min. y por ultimo se fijaron con
paraformaldheido al 1% (ver Tabla lll), el ensayo se realizd por duplicado. Los anticuerpos
CD3" se utilizaron para identificar los finfocitos T de los linfocitos B, los CD4" para
identificar las células cooperadoras, los CD8" para identificar las células citotoxicas y los
CD25 se utilizaron para detectar las células T que se encuentran activadas (Coligan et
al., 1992).

Las muestras se adquirieron y se analizaron en un citdbmetro de flujo (BD FACSCalibur)
con el software Cell Quest version 3.3; se ubicé la poblacion de linfocitos y se abrié una
ventana en el grafico de puntes FSC (luz con desviacién frontal) contra SSC (luz con
desviacion lateral) la adquisicion se realizé a 10 000 eventos. Los resultados se expresan
en %CD4"CD25" es decir, porcentajes de linfocitos T CD4" que expresan el marcador de
activacion (RIL-2) CD25".
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Tabla lll. Preparacién de las muestras para la deteccidén del antigeno de superficie.

Tubo Anticuerpos monoclonales
FL1 FL2 FL3
1 Autofluorescencia | Autofluorescencia | Autofiuorescencia |Concentracién
Control negativo Control negativo Control negativo |de Pet ng/mL
2 IgG1a lgG1a lgG1a
Control de isotipo | Control de isctipo | Control de isotipo
3 CD3’ CD4" cDg*
4 CD3" CD25" cDh4’
5 CD3" CD25" CD4’ 1.25
6 CD3’ CD25" CD4’ 2.50
7 CD3’ CD25" CD4" 5.00
8 CD3" CD25° CD4" 10.00
9 CD3" CD25" CD4" 20.00
10 | CD3" Cbh25* CcD4" 50.00
1M1 | CD3" CD25* CcD4" 100.00

FL1: Isotiocianato de fluoresceina (FITC), FL2: Ficoeritrina (PE) y FL3: Proteina de
clorofila peridina (PerCP).
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Valoracion de la proliferacion de las celulas mononucleares de sangre periférica

Obtencidn de células mononucleares de sangre periférica

La técnica de separacidn por gradiente de densidad con Ficoll-Paque ™ PLUS (Gibco,
BRL densidad 1.077) permiti® que de la sangre completa se obtuvieran células
mononucleares de sangre periférica. El dato teérico de valores normales de linfocitos
extraidos en sangre completa es: por cada 20 mL de sangre se obtienen 20X10°
células/mL (Abbas, 2003) de acuerdo a los resultados en nuestros ensayos por cada 20
mL de sangre se obtuvo un promedio de 13X10° células/imL, es decir el 65% de
rendimiento, dicho rendimiento es un dato con respecto al tedrico relativamente bajo, éste
puede ser debido a la variabilidad biologica entre los seres vivos, alguna patologia por
parte del donante y a la manipulacion de las células durante el desarrollo de la técnica
entre otras; es decir las células se pierden entre cada lavado con PBS debida a la

decantacidon por inversion,

Viabilidad de células mononucieares humanas estimuladas con Pet

Para descartar que la toxina Pet no tenga algun efecto citotdxico sobre las PBMC se llevé
a cabo un ensayo de viabilidad de ias células monociticas estimuladas con Pet.

La viabilidad de las células mononucleares no se modifica y presenta un comportamiento
similar en las células no tratadas que en las estimuladas con las diferentes
concentraciones de Pet, resultados que indican que no existe ningun tipo de efecto que

altere los resultados por muerte o dafo celular (tabla V).
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Tabla IV. Porcentaje de viabilidad de PBMC estimuladas con la toxina Pet de E. coli

enteroagregativa.
Toxina Pet 1% dia 2° dia 3" dia 4° dia 5% dia Promedio
[ng/mL] % % % % % %

viabilidad | viabilidad | viabilidad | viabilidad | viabilidad | viabilidad

0.00 100.0 80.0 80.9 90.0 94 1 §9.0

1.25 85.7 80.0 890.0 83.3 84.2 846

2.50 828 88.8 81.8 88.8 89.5 86.3

10.00 85.0 86.3 90.0 82.6 85.7 85.9

20.00 86.3 82.6 88.8 826 84 .2 84.9

50.00 80.0 866 88.8 94 4 86.4 8§7.2

Proliferacion de células mononucleares de sangre periférica en presencia de Pet

El ensayo de proliferacion se llevo a cabo para detectar o identificar si la toxina Pet de £.

coli tenia actividad mitogénica pero al comparar las lecturas de las cuentas por minuto de

las células estimuladas con PHA y con Pet resulta que las cuentas por minuto de esta

ultima son muy bajas. Por lo tanto la toxina Pet de E. coli no tiene actividad mitogénica

sobre las PBMC. Este dato coincide con los resultados de viabilidad que mostraron gue el

numero de células se mantiene constante después de ser estimuladas con diferentes

concentraciones de Pet, durante 3 dias (ver tabla V).

Tabla V. indices de estimulacién de los resultados de proliferacién en PBMC humanas
estimuladas con la toxina Pet.

Toxina Pet [png/m] IE
1.25 0.8325
2.50 0.8787
5.00 0.7166
10.00 0.9373
20,00 0.7318
50,00 0.5720
PHA [10ug/mL] 82.5.

IE = Indice de estimulacién; IE = Cuentas por minuto con
mitégeno/ Cuentas por minuto sin mitégeno; §= 0.1059; n=3
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Evaluacion de la expresidn de citocinas extracelulares
Determinacién de citocinas en sobrenadante de cultivo de las PBMC con Pet

Para cuantificar la posible participacion de Pet en la expresion de citocinas se realizd una

curva estandar para cada una de ellas como se aprecia en la figura 6.

——— e ——
I ]
. IFN-y TNF-q |
|

450 U @ 200
s 3 %5 | |
- ® § 3500 '
| ® & 250 o ! ;
B § 50 ¥ =0.0744x - 38071 A E mol YOO+ LI |
* ]
o2 p RZ 09893 ¢t 58 R?=0.9579 |
| T o %0/ |25 ' .
E = . . £ o Y T E
== 500 10 2000 D0 2000 5000 000 o] 000 2000 3000 AC00 5000 &000 :
|
Concentraciéon pgfmL Concentracién pgimL
i =
| —
i IL-10 IL-5
i H
|
@ g 15004 L m 2500 |
52 38 m |
g g § o |
- g 500 | ¥ 0.2146% +5.6347 ® g 0o #0431k 20 2
| & a /70959 $6 sw Ri=09%
| = 3 -
EZz © ’ ) ' ' ez ¢ .
4] a0 2000 o] 000 5000 6000 4] o 2000 3000 4000 S000 S50 |
' Concentracion pgimL Concentracion pgimlL ;
IL-4 | IL-2
e g 2 || & & 20
32w | B E
206 - 1500
. g 8 e v L 2 § oo ¥ 04267 +23.997
| =@ RE 00006 I
| ] 00 2 2
e @ E o 50 Re=09901
‘ o O 200 -
E =S a —_—————— e EE Q
I = = am 00 2000 X000 AC00 5000 6000 ¢} 006 2000 3000 4000 5000 6000
‘ Concentracién pg/mL Concentracién pgimL i
|
“

Fig. & Gréficos de curvas estdndar de citocinas tipo Th-1: IFN-y, TNF-a, IL-2, y tipo Th-2: IL-4,
IL-5 e IL-10.



Al realizar el analisis de los resultados de activacion de interleucinas inducidas por Pet se
observé que Unicamente se expresd IL-10, durante 5 dias. Dicha expresion fue
independiente de |a concentracidon de Pet con un ligero incremento en las células
estimuladas con 100 pg/mL de toxina. Las otras interleucinas se mantuvieron por debajo

del limite de deteccion como se precia en |a tabla VI.

Tabla VI. Cuantificacién de citocinas en sobrenadante por CBA en PBMC estimuladas con
la toxina Pet.

Toxina Pet IFN-y TNF-a IL-10 IL-§ IL- 4 IL- 2
[ng/mL] [pg/mL] [pg/mL] [pg/mL] [pg/mL] [pg/mL] [pg/mL]
125 <20 <20 656.4 <20 <20 <20
2.50 <20 <20 490.4 <20 <20 <20
5.00 <20 <20 587.2 <20 <20 <20
10.00 <20 <20 531.0 <20 <20 <20
20.00 <20 <20 636.6 <20 <20 <20
50.00 <20 <20 940.0 <20 <20 <20
100.00 <20 <20 1046.7 <20 <20 <20
0.0 <20 <20 <20 <20 <20 <20
a-CD3°'CD28" >5000 >5000 974.4 273.2 16.6 539.3

Identificacion de citocinas intracelulares en PBMC estimuladas con Pet
El grafico de puntos representado en la figura 7 muestra dos poblaciones de linfocitos con
diferentes tamafos y diferente complejidad, es decir con diferentes caracteristicas

fenotipicas, es por esto que se procede hacer el analisis de ambas poblaciones.
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Fig. 7 Grafico de puntos de Foward scatter vs Side scatter con dos poblaciones linfocitarias
que se enceontraroen en ta misma muestra con diferentes caracteristicas fenotipicas.

Los resultados de la tabla VII muestran el analisis de la determinacion de citocinas IL-2,
IL-4, 1L-10 e IFN-y intracelulares de las PBMC estimuladas con la toxina Pet de
Escherichia coli , poblacién 1 de la ventana de linfocitos. Al realizar el analisis de
resultados de la poblacidn 1 se observa gue la dnica citocina gue se expresa es la IL-10

en célutas CD4" at quinto dia.

Tabla VIHi. |dentificacidn de citocinas intracelulares en PBMC estimufadas con la toxina Pet
durante 1, 3 y 5 dias; poblacién 1.

Poblacion 1
Toxina 1dia 3 dias 5 dias
Pet [%CD4" [ %CD4’ [ %CD4" | %CD4" | %CD4” | %CD4” [ %CD4™ [ %CD4” | %CD4’ | %CD4" | %CD4"
[ug/m] | IFN-y | IL-2 L4 | IL-10 | IFN-y | IL-2 IL-4 | IL-10 | JFNwy | -2 IL-4
1.0 ND 225 ND 0.56 ND 030 ND 0.24 ND 0.75 ND
10.0 ND 1.42 ND 0.57 ND 0.22 ND 0.16 ND 0.68 ND D
100.0 | ND 0.47 ND 0.36 ND 0.85 ND 0.04 ND 2.4 ND | 5

Testigos positivos
%CD4" %CD4" %CD4" %CD4"
IFN-y IL-2 _ IL4 IL-10
Hick 1 7469 43.30 ND ND
Hick 2 ND _ ND 6.51 0.87

ND: No dstectable.

| os resultados de la tabla X muestran el andlisis de la determinacién de citocinas IL-2, IL-
4, 1.-10 e IFN-y intracelulares de las PBMC estimuladas con la toxina Pet de Escherichia

coli , poblacidn 2 de la ventana de linfocitos. Al realizar el anélisis de resuitados de la
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poblacion 2 se observa que se expresa la |L-2 al tercero y quinto dia asi también como la
IL-10 al quinto dia.

No se presentd activacion de linfocitos T por el receptor de activacion temprana CD69" al

igual que el receptor de CD25",

Tabla VIIl. Determinacion de citocinas intracelulares en PBMC estimutadas con ia toxina
Pet de Escherichia coli durante 1, 3 y 5 dias; poblacion 2.

Poblacién 2
Toxina 1 dia 3 dias 5 dias
Pet %CD4" | %CD4" | %CD4 | %CD4" | %4CD4" | %CD4" | %CDA" [%CD4" | %CD4" [%CD4" | %CD4™ | %CD4™
[rg/mL] | IFN-y IL-2 L4 IL-10 | IFN-y IL-2 IL-4 IL-40 | IFN«y IL-2 L4 H-10
1.0 ND ND ND ND ND 7.63 ND 0.20 ND 4.33 ND
10.0 ND ND ND ND ND 10.49 ND 0.26 ND 6.62 ND
100.0 ND ND ND ND ND 18.28 ND 0.40 ND 18.63 ND
Testigos positivos
%CD4" %CD4" %CD4" %CD4"
IFN-y IL-2 | I IL-10
Hick 1 7468 43.30 ND ND
Hick 2 ND ND 6.51 0.87

ND: No detectable.

Para el andlisis de la poblacion 2 tampoco se presenté activaciéon de linfocitos T por el

receptor de activacidén temprana CD69" al igual que el receptor de CD25".

Para la deteccién del receptor de IL-2 (CD25") como un marcador de activacién de
finfocitos T. La respuesta inmune por parte del huésped ante un antigenc se puede ver
manifestada a través de la activacion celular reflejada en proliferacion celular, secrecion
de citocinas y la expresioén de receptores de superficie. Para establecer sila toxina Pet de
E. coli activaba las PBMC se determiné si en la superficie de las células se expresaba la
proteina C25’; que es receptor de IL-2. Pero al no existir diferencias en los porcentajes de
CD4"CD25" de las células estimuladas a todas las concentraciones de la toxina Pet con
respecto al testigo negativo (sin estimulo), fue indicativo de que no se presentd la
expresion del receptor de IL-2 (CD25"). Probablements las células monociticas humanas
estimuladas con Pet sean activadas por un receptor diferente al de IL-2, se propone

realizar ensayos con otros receptores de activacion de linfocitos T.

En la figura 8 se muestran dos graficas de puntos representativas de todas las obtenidas
en el ensayo de activacién de PBMC estimuladas con Pet, donde la poblacidén celular de
interés se localiza en el cuadrante superior derecho de las dobles positivas y cada punto

representa una célula, las muestras se adquirieron en un citbmetro de flujo BD
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FACSCalibur a 10 000 eventos. Como se muestra no hay activacion de células CD4” ya
que no presentan receptores IL-2 (ver fig. 8 y tabla IX).

Quad Events % Galed % Toin Quad Eventa % Geted: % Towd
W 004 @63 304 W 2 6542 3229
wosr 739, S - B 24 419 204
L 3968 4779 3968 L 1S4 2047 1454
A 154 219 54 R M 097 0A8

Activacion de  CD25+,  sin Activacion de CD25+,

estimular. estimuladas con Ja toxina Pet.

Fig. 8 Graficos de puntos de células CD4" vs CD25" con la toxina Pet {(antigeno) y sin la toxina
Pet. UL= (-,+), UR= (+,+}, LL= (~,-} y LR= (+-). Se observa para los dos en el cuadrante de ias
dobles positivas (UR) que se exprasan practicamente los mismos porcentajes de célufas
(7.39% sin Pet y 4.13% con {a toxina Pet a una concentraciéon de 10.00 pg/mL), es dscir no
hay activacién por receptores CD25" La figura es representativa para las demas

cancentraciones de fa toxina Pet debido a que los otros graficos de puntos son semejantes a
aste.
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Tabla |X. Porcentaje de células CD4+ que expresan el receptor CD25" (RIL-2) en PBMC
estimuladas a diferentes concentraciones de la toxina Pet, durante 5 dias con la toxina
Pet.

Concentracién de la toxina % CD4* CD25"
Pet, pg/mL

1.25 5.40

2.50 511

5.00 6.23

10.00 4.13
20.00 5.00
50.00 6.36
100.00 514
Testigo negativo 7.39

(sin estimulo) ]

El ensayo se realizo por duplicado se presentan promedios, n= 2.
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El haber encontrado que la toxina Pet de £. coli no tiene efecto citotdxico y actividad

mitogénica en PBMC posiblemente el tipo de dario celular sea a nivel intracelular tal y
comeo lo describen Villaseca et al. (2000) “la toxina Pet produce degradacién de las
cadenas « y B espectrina de los eritrocites, o-fodrina de células epiteiiales HEp-2" y
Navarro-Garcia et al. (1998) atribuyen a que “la enterotoxina Pet produce cambios en

citoesqueleto y la pérdida de las fibras de actina de células HEp-2 y HT29".

La E. coli es una bacteria gram-negativa que contene una membrana externa y uno de
sus componentes es el lipo-polisacarido (LPS) el cual presenta una potente actividad
mitogénica sobre los linfocitos T (Cario et al., 2000 y Brousseau et al., 1999). La faita de
actividad mitogénica por parte de la toxina Pet sobre jas PBMC sugiere que la toxina no

estaba contaminada con LPS.

En condiciones normales, las respuesta inflamatoria elimina la agresién patdégena y
elimina los componentes tisulares lesionados, la respuesta inflamatoria puede conducir a

la perdida de la funcién del érgano y tejido .

La activacion de la respuesta inflamatoria puede producir tres resultados distintos: en
condiciones ideales se elimina al agente patégeno, la respuesta inflamatoria se resuelve y
el tejido recupera su arquitectura y funciones normales. Por otro lado, si el agente no es
eliminado hay un proceso inflamatorio crénico que conlleva a la destruccién del tejido
ocasionada por los productos de las células inflamatorsias, por otro lado si el tejido sufre un
dafio ireversible la arquitectura del tejido es sustituida por una cicatriz. La tercera
posibilidad es que las células inflamatorias no eliminen el agente extrafio y la reaccion
inflamatoria persiste conduciendo a la fibrosis y cicatrizacion, por lo tanto el proceso

inflamatorio es importante en la eliminacién del agente extrafio (Fantone et al., 1990).

Viat et al (1988) demostraron, usando modelos de asa ligada de rata y de conejo
inoculadas con EAEC, la produccion de lesiones como el acortamiento y la necrosis

hemorragica de las microvellosidades acompanada de una respuesta inflamatoria leve de
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la submucosa, con edema e infiltracion de mononucleares. La utilizacion de algunos
modelos in vitro e in vivo han permitido reconocer algunas caracteristicas de la
patogénesis de la infeccién por EAEC como la formacion de una gruesa capa de moco en
el epitelio de la mucosa intestinal y la formacién de un biofilm (Tzipori et al., 1992 y Hicks
et al., 1996).

Eslava et al. {1993), refieren que una proteina con actividad toxigenica producida por
EAEC produce lesiones en modelos de asa ligada de ileon de rata con una severa
respuesta inflamatoria aguda con un marcado acortamiento de las microvellosidades en
las asas, las lesiones producidas por esta proteina en rata son muy similares en las
encontradas en el intestino de ninos infectados con E. coli enteriagregativa v es

reconocida por el suerc de pacientes infectados con EAEC.

Estos autores al trabajar con la bacteria completa y con una proteina con actividad
toxigénica (aun no se le identificaba por el nombre de Pet) empiezan a dilucidar que la
infeccién por EAEC es un proceso inflamatorio que se acomparia de una gruesa capa de
moco en el epitelio de la mucosa intestinal y la formacién de un biofilm, esto empieza a
sugerir que las células del sistema inmune que participan son células polimorfonucleares
y macréfagos y que las citocinas participantes en esta respuesta son citocinas pro-
inflamatorias (Th-1) tales como: IL-1, IL-2, IL-8, IFN-y y TNF-c.

Pasteriormente Steiner et al. (1997) encuentran que nifios infectados con EAEC y con
diarrea persistente, presentan una alta concentracién de lactoferrina fecal (FLF), IL-8 e IL-

1B por células epiteliales intestinales Caco-2, marcadores de inflamacion intestinal.

Eslava et al. (2003) refieren que “una proteina con actividad toxigénica producida por
EAEC llamada Pet con actividad de serina proteasa induce en macréfagos la expresiéon de
IL-1B, IL-6, IL-8 a las 24 h. Los resultados de estos estudios sugieren que la presencia de
marcadores de inflamacion intestinal en heces de pacientes infectados por EAEC podrian

estar asociados con la produccién de la toxina Pet.

Empleando modelos animales, Sainz et al. (2002) demostraron la presencia de
anticuerpos IgA contra la toxina Pet, en lavados intestinales obtenidos de animales
infectados; adicionalmente, detectaron anticuerpos IgG contra dicha toxina en el suero de

los animales infectados.
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Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran gue la unica citocina secretada al
sobrenadante por parte de las PBMC estimutadas con Pet de EAEC fue la (L-10. La IL-10
se expresa principalmente en células hematopoyéticas e incluye linfocitos T y B,

monocitos y macrofagos (Barclay et al. 1997).

Las citocinas que secretan las células Th-1 son consideradas esencialmente pro-
inflamatorias y las de Th-2 depresoras de la inflamacion, existen reportes que la IL-10
posee las dos funciones, sin embargo las celulas Th-2 también sintetizan citocinas que
dirigen las células B hacia su diferenciacion, promoviendo asi la produccion de
anticuerpos (Mocellin et al. 2003). Inhibe la produccién de citocinas pro-inflamatorias (IL-2,
TNF-o, IFN-y, GM-CSF; citocinas Th-1) por la inhibicidn de las moléculas co-
estimuladoras CD80, CD86 y antigenos de histocompatibilidad (MHC-11), recientemente se
ha descubierto que promueve la actividad de las células NK, la principal funcién de la IL-
10 es limitar la intensidad de la respuesta inmune, en consecuencia se le atribuyen
efectos regulatorios en la homeostasis (Barclay et al., 1997, Conti Pio et al.,, 2002 y
Pestka et al., 2004).

De acuerdo a los resultados obtenidos por Eslava et al. (2003) los macréfagos producen
citocinas tipo Th-1 estimuladas con Pet a las 24h (respuesta inmunitaria tipo inespecifica).
Los ensayos realizados en este trabajo son congruentes con lo anterior después de
haberse montado la respuesta inespecifica se deduce que al cabo de 5 dias se monta la
respuesta especifica (inmunidad adaptativa) reflejada en la produccion de citocinas tipo
Th-2 como por ejemplo la iL-10 con una funcion de tipo regulatorio por parte de los
linfocitos estimulados con Pet, también son congruentes con los estudios de Sainz et al.
(2002) al encontrar en suero de ratones infectados con la bacteria completa, anticuerpos
tgG contra la toxina Pet. Se sugiere ofra explicacién acerca de la IL-10 encontrada, la
toxina Pet probablemente evade los mecanismos de defensa del huésped y de esta
manera se favorece la colonizacion de E. coli.

Al haberse encontrade IL-10 a 5§ dias de estimulacién con Pet sobre PBMC en
sobrenadante de cultivo se procedid a realizar una cinética a diferentes tiempos de

estimulacién de Pet pero a nivel intracelular.

Se analizaron dos poblaciones de linfocitos CD4" encontrandose IL-10 a 5 dias en ambas
poblaciones. Los valores de IL-2 para ia poblacién 1y 2 se consideran muy bajas con
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respecto al testigo positivo, esto indicaria que quiza la IL-10 inhibe la sintesis de IL-2 e IL-
4 e IFN-y. De esta manera se ha corroborado el resultado obtenido en la determinacion de
citocinas en sobrenadante de cultivo de PBMC estimuladas con la toxina Pet de E. coli.
Aun asi, aunque la poblacion analizada ésta dentro de la region de linfocitos, no existen
suficientes evidencias para asegurar que la produccion de IL-10 se deba a linfocitos y no
a otras poblaciones celulares como los monocitos. Por lo tanto se propone realizar

ensayos de identificacion de citocinas tanto en sobrenadante como intracelularmente en
tiempos mas cortos in vitro.
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La toxina Pet de E. cofi enteroagregativa no tiene efecto mitogénico sobre células

mononucleares de sangre periférica y tampoco presenta un efecto de tipo tdxico.

Como hemos visto en este estudio in vitro, existe un aumento en la produccion de IL-10
por células PBMC estimuladas con dicha toxina durante 5 dias a nivel extracelular e
intracelular. No existen elementos suficientes para considerar que el balance inmunitario
producido por esta toxina presente un perfil Th-2, por esta razdn, los resultados aun no

sen concluyentes,

Por otra parte, los hallazgos obtenidos en el presente trabajo se deben evaluar con cierta
reserva ya que, solamente uno de los muchos factores de patogenicidad de EAEC, la
toxina Pet, fue utilizada en la estimulacion de las células mononucleares de sangre
periférica. El conocimiento del balance real entre el poder patogenico de esta bacteria
serd igual a la suma de todo su arsenal con posible accidn téxica sobre el huésped y la
respuesta de estimulacidon, mantenimiento y control de los mecanismos innatos y
especificos del huésped, principalmente a nivel de mucosas intestinales que es el sitio en

donde se establece dicho balance.
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PBS para Citometria

Fosfato de Sodio dibasico, Na;HPQ,4 {anhidro) 115 ¢
Fosfato de Sodio monobasico, NaH,PO, (anhidro) 0.23 g
Cloruro de Sodio, NaCl {anhidro) 900g

a) Colocar en 900 mL de agua desionizada
b} Agitar hasta solubilizar

¢) AjustarpHa7.2-74

d) Aforara 1000 mL

e) Filtrar

PBS para Cultivo Celular

Fosfato de Sodio dibasico, Na,HPO, (anhidro) 1.19g
Fosfato de Sodio monobasico, NaH,PO, (anhidro) 0.22 g
Cloruro de Sodio, NaCl (anhidro) 876 g

a) Colocar en 900 mL de agua desionizada
b) Agitar hasta solubilizar

c) AjustarpHa72-7.4

d) Aforara 1000 mL

e) Filtrar

f)y Esterilizar por autoclave

p-Formaldehido al 1% [solucion fijadora)

p-Formaldehido 1.00 g

a) Colocar en 90 mL de PBS para Citometria
b} Solubilizar a 70° C, durante 1 hora

¢) AjustarpHa7.2-7.4

d) Aforara 100 mL

e) Filtrar
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RPMI 1640 (Incompleto)

RPMI 1640 (con L-glutamina sin NaHCO3)
Bicarbonato de Sodio, NaHCO;

a) Colocar en 900 mL de agua desionizada

b) Agitar hasta solubilizar
c) AjustarpHa7.2-7.4

d) Aforara 1000 mL

e) Esterilizar por filtracién

f) RPMI-1640 {completo)

Para preparar 200 mL:

RPMI 1640 incompleto
Aminoacidos esenciales
Arninoacidos no esenciales
Piruvato de Sodio
L-glutamina

Hepes

Antibioticos

Suero Fetal Bovino

Azul Tripano 0.4%

Azul Tripano

a) Colocar en 90 mL de PBS de cultivo

by Solubilizar

¢) Aforar a 100 mL con PBS de cultivo

d) Filtrar
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10.40 g
2.00g

172.80 mL
1.00 mL
2.00 mL
2.00 mL
0.20 mL
2.00mL
2.00 mL

20,00 mL

0.40 g




