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RESUMEN 

Las toxinas A y B producidas por C/ostridium difficile son las principales 

mediadoras de la diarrea asociada a antibióticos y la colitis pseudomembranosa. En 

el modelo de asa ilealla toxina A induce acumulación de fluído, necrosis y una fuerte 

respuesta inflamatoria. Se ha sugerido que las células cebadas de la mucosa 

intestinal, participan en la colitis causada por C. difficile ya que son ricas en 

mediadores de la inflamación. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto in 

vitro de la toxina A en las células cebadas. Se evaluó en primer lugar la capacidad 

de la toxina A para estimular a las células cebadas. Se utilizaron células cebadas 

peritoneales provenientes de ratas sensibilizadas con el nématodo Nippostrongi/us 

brasi/iensis y células provenientes d~ ratas sin sensibilizar. La.s células cebadas sin 

sensibilizar se estimularon con el ionóforo de calcio A23187 como un modelo de 

activación independiente de antígeno y las células cebadas sensibilizadas se 

estimularon con antígenos de N. brasiliensis en un modelo de activación 

dependiente de antígeno. Después de que estas células fueron incubadas con 

toxina A no se observó incremento en la liberación de histamina ni de óxido nítrico, 

en contraste se observó que 1IJglml de toxina inhibió la liberación de histamina en los 

dos modelos de activación. Por otro lado 10 ng/ml de toxina A indujeron la liberación 

de TNFa. Concentraciones de 1IJglml de toxina fueron capaces de producir daño 

celular al alterar a la actina y tubulina de citoesqueleto. La observación por 

microscopía electrónica mostró cambios morfológicos como retracción citoplásmica, 

condensación de la cromatina y formación de cuerpos apoptóticos. Se confirmó y 

cuantificó el proceso de apoptosis mediante electroforesis del DNA y se estableció el 

porcentaje de células en apoptosis mediante ensayos con citometría de flujo. 

Podemos concluir que in vitro la toxina A de C. diffici/e, altera a las células cebadas 

y las hace: 1) incapaces de liberar histamina, 2) productoras y liberadoras de TNFa, 

además de alterar predominantemente el citoesqueleto e inducir muerte celular por 

apoptosis. 

Vo. B . 
Dr. José Antonio Enciso M. Asesor. 
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SUMMARY 

Toxins A and B from Clostridium difficile are the main cause of antibiotic-associated 

diarrhea and pseudomembranous colitis. They cause fluid accumulation, necrosis 

and a strong inflammatory response when inoculated in intestinal loops. Since mast 

cells are a rich source of inflammatory mediators, abundant in the gut, and known to 

be involved in C. difficle-induced enteritis, we studied the in vitro effect of toxin A on 

isolated mast cells. Normal rats o rats sensitized by infection with Nippostrongi/us 

brasiliensis, were used to isolate peritoneal mast cells (PMC). PMC from naive rats 

were stimulated with calcium ionophore A23187 as a model of antigen independent 

activation and nitric oxide oxideC ftom sensitized rats were stimulated with N. 

brasiliensis antigens to study IgE-dependent mast cell activation. After 4 h, toxin A 

did not induce release of nitric oxide or histamine in naive PMC cells. However, 10 

ng/ml of toxin causad a significant release of tumor necrosis factor alpha (TNFa). In 

contrast, 11Jg/ml of toxin inhibited antigen or A23187 -induced histamine release by 

PMC. Toxin A at 11Jg/ml for 4 h caused disruption of actin, which aggregated in the 

cytoplasm and around the nucleus. After 24 h, chromatin condensation, cytoplasm 

blebbing, and apoptotic-like vesicles were observed; and ONA fragmentatian was 

documented also. The apoptotic process was confirmed by flow cytometry. These 

results suggest that mast cells may participate in the initial inflammatory response to 

C. difficile infection by releasing TNFa upon interaction with toxin A. However, longer 

exposure to toxin A affects the release of inflammatory mediators, perhaps beca use 

of the alteration of the cytoskeleton and induction of apoptosis. The impaired 

functions and survival of mast cells by C. diffici/e toxin A could hamper the capacity 

of these cells to counteract the infection, thus prolonging the pathogenic effects of C. 

difficile toxins. 

We conclude that the effects of toxin A on mast cells are: 1) decrease on histamine 

release, 2) an increase on TNF alpha release and production and cytoskeleton 

damage which leads lo cell dealh by apoplosis. 

Vo. Bo. 

Dr. José Antonio Enciso M. Asesor 

ji 
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1) INTRODUCCION 

1.1 Características generales. 

Una de las características más importantes de ciertos microorganismos es su 

capacidad de producir moléculas que les ayudan a su supervivencia el medio 

ambiente, entre estas moléculas tenemos a las toxinas. 

C/ostridium difficile es un bacilo anaerobio gram positivo formador de esporas. 

Se cultiva en medios selectivos. Este bacilo puede ser subtipificado por 

electroforesis o por aglutinación con el antisuero específico. Este microorganismo 

se caracteriza por la producción de dos toxinas, la toxina A o enterotoxina y la 

toxina B o citotoxina, existiendo también cepas no productoras de toxinas (1-3). 

En adultos y niños mayores de un año la flora normal intestinal previene la 

colonización por esta bacteria. Normalmente, C. difficile es inocuo, pero en 

ocasiones puede colonizar el tracto digestivo humano. Esto ocurre por ejemplo 

cuando la flora intestinal es alterada por antibioticoterapia. Esta alteración en la 

homeostasis intestinal puede ser producida por la administración de antibióticos 

como la ampicilina, clindamicina, cefalosporinas y aminoglucósidos lo cual permite 

la proliferación de C. difficile, posiblemente por la eliminación de especies de 

Bacteroides (1). Existen varios serogrupos de C. difficile, el A es el más 

frecuentemente aislado en niños y adultos con diarrea, mientras los serogrupos B 

y O no son toxigénicos (2). También se ha reportado que hasta el 50% de recién 

nacidos presentan durante el primer año de vida colonización por C.difficile 

toxigénica sin desarrollar enfermedad, encontrándose anticuerpos específicos 

contra la bacteria hasta en el 60% de niños y adultos (4). Las investigaciones 

realizadas por Tedesco, Green y Hafiz en 1974 (5-7) Y posteriormente las 

realizadas por Larson y Barlet! (8,9), permitieron establecer el papel de C. 

difficile como uno de los agentes etiológicos de la colitis pseudomembranosa y la 

diarrea asociada al uso de antimicrobianos. 
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El daño inducido por C. difficile a nivel intestinal se debe principalmente a la 

acción de la toxina A o enterotoxina, ya que la toxina B carece de esta actividad 

(10-12). La toxina A de C. difficile (tox A), es una molécula termoestable y de alto 

peso molecular en su forma nativa (520 a 540 kD), el gen para la toxina ya ha 

sido clonado y codifica para una proteína de 2710 aminoácidos (13). Esta proteína 

tiene como características importantes una serie de 38 unidades repetitivas hacia 

su carboxilo terminal, un sitio de unión a nucleótidos y una región central 

hidrofóbica con cuatro cisteínas conservadas. Las unidades respetitivas son 

inmunodominantes y son las responsables de la unión a diferentes tipos de 

antigenos (carbohidratos) en el epitelio intestinal (13,14). Se ha observado que 

sus actividades biológicas están contenidas en una región de la molécula de 

aproximadamente 308 kD, que es además sensible a la digestión por 

quimiotripsina, papaína y proteinasa K. La acción de la toxina puede ser 

neutralizada por el antisuero policlonal anti-toxina A o por el anticuerpo 

monoclonal PCG-4 (15), que neutraliza la actividad enterotóxica pero no la 

citotóxica. Esta acción, se lleva a cabo mediante la unión del anticuerpo a la 

región de unidades repetitivas bloqueando por ende, los sitios de unión de la 

toxina A a su receptor. 

2 
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1.2 Fisiopatogenia. 

Los efectos de C. difficile se inician cuando se secretan sus toxinas. La toxina A 

se une a sus receptores en las células del epitelio intestinal. Los primeros estudios 

para la descripción de un receptor para la toxina A los realizaron Krivan y cols en 

1986 (16), al utilizar membranas de células intestinales de hámster con borde de 

cepillo. Estos estudios demostraron que la toxina A se une a las células a través 

de receptores que presentan el trisacárido GaIa1-3Gal[l,1-4GlcNAc13. Debido a 

que las células humanas normalmente no expresan este trisacárido en sus 

membranas, Tucker y Wilkins (17), reportaron la unión de la toxina A a tres 

oligosacáridos que forman parte de los grupos sanguíneos Le' , Le Y, y de I (X,Y,I) 

y que se encuentran en las células del epitelio intestinal humano. Sin embargo, 

estudios posteriores (18) utilizando diversos glicosesfingolípidos demostraron que 

el receptor para la toxina A en humanos es posiblemente el 

GaINAc133Gal134GlcNAc133Gal134Glc131Cer, el cual fue identificado en eritrocitos 

humanos y posteriormente en tumores gástricos y otros tejidos aunque no se ha aclarado 

si este es el receptor para la toxina A en las células blanco de intestino grueso. En este 

estudio se observó también, que la toxina era capaz de unirse a otros dos 

esfingolípidos artificiales derivados de fuentes naturales, el 

GaINAca3Gal[34GlcNAcj33Gal[34Glcj31 Cer y el GaINAcj33Gal[34GlcNAcj33Gal[34Glcj31 Cer. 

Estudios realizados por Pothoulakis y cols. (19), con células RBL y membranas 

con borde de cepillo demostraron además que el receptor para la toxina A está 

acoplado a una proteína G de membrana. Recientemente se reportó que una 

proteasa de serina de Saccharomyces boulardii presenta una acción enzimática 

capaz de inhibir la unión de la toxina A a su receptor y de digerir a la misma toxina 

(20). 

El principal blanco de acción de la toxina A de C. difficile está localizado en el 

citoplasma y se ha observado que se necesita de un fenómeno de internalización 

y procesamiento para que la toxina pueda ejercer su acción. Una vez acoplada al 

receptor, la toxina es endocitada y se localiza en vacuolas citoplásmicas 

3 
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(endosomas); posteriormente es probable que se lleve a cabo una fusión vesicular 

con el complejo de Golgi o con lisosomas para su procesamiento. Para la 

realización de estos eventos se requiere aparentemente de la activación de 

diversos procesos enzimáticos intracelulares dependientes de pH (21). 

Entre los principales efectos inducidos por la toxina A se encuentran cambios 

morfológicos en diversos tipos celulares, que se presentan con diferente 

capacidad de respuesta y sensibilidad a la toxina (22). Estas alteraciones se 

caracterizan por su efecto sobre el citoesqueleto celular, produciendo 

redondeamiento y retracción celular (efecto citopatogénico), arborización (efecto 

actinomórfico) así como polarización del núcleo celular. Estos efectos se 

consideran dependientes de la dosis y del tiempo de exposición a la toxina y 

generalmente no se observan a tiempos menores de 30 min, el cual es 

probablemente el tiempo mínimo que la toxina necesita para su unión e 

internalización dentro de la célula (21,22). La acción de la toxina A sobre 

monocapas celulares induce la disrupción de éstas así como un aumento en la 

permeabilidad celular, seguidos de una importante inhibición de la proliferación 

celular (22,23). Las toxinas A y B producidas por C. difficile actúan sobre el 

citoesqueleto celular, específicamente produciendo una despolimerización de la 

actina F y un incremento de la actina G (24,25,26). Así mismo ambas toxinas 

modifican a las proteínas Rho mediante una UDP- glucosilación del residuo de 

treonina 37 en el dominio efector de RhoGTP que desorganiza los microfilamentos 

de actina (25,26,27). La importancia de la acción de la toxina sobre proteínas Rho 

radica en que estas son proteínas de unión a GTP, las cuales se encuentran 

clasificadas en dos grandes grupos: Las proteínas heterotriméricas de unión a 

GTP (Proteínas G) y las proteínas monoméricas de unión a GTP de bajo peso 

molecular, entre las que se encuentran las proteínas de la familia Rho (CDc42, 

Rac1, Rac2, RhoA, RhoB and RhoC) que tienen un papel importante en la 

regulación y polimerización del citoesqueleto de actina (28,29). Varios estudios 

con la toxina A de C. difficile (30,31,32), han demostrado que entre las 

alteraciones causadas a las proteínas Rho por esta toxina se encuentran 

4 
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fenómenos de glucosilación que finalmente conducen a alteraciones en el 

citoesqueleto celular. 

1.3 Respuesta Inmune. 

Los efectos de la toxina A sobre las células del sistema inmune han sido 

estudiados pero los mecanismos efectores son poco conocidos (1,22,33). Uno de 

los primeros estudios para valorar el efecto de C. difficile y sus toxinas en el 

sistema inmune fue realizada por Dailey y cols en 1987 (34), en el cual 

demostraron que la toxina A no tiene un efecto inhibitorio en la fagocitosis y en la 

viabilidad de las células polimorfonucleares, además de que la fagocitosis de C. 

difficile por éstas células depende de la opsonización de la bacteria por 

anticuerpos o por complemento, siendo las cepas toxigénicas las más 

susceptibles a la opsonización. Una característica en la colitis secundaria a 

infección por C. difficile, es la presencia de infiltrados de leucocitos 

polimorfonucleares en mucosa intestinal (22). Lima y cols. (35), demostraron que 

la inoculación de 0.1119 de C. difficile en asas intestinales de conejo inducen la 

formación de infiltrado linfocitario y neutrofílico en la lámina propia y en epitelio 

intestinal con daño en la mucosa. 

Otra característica en la respuesta producida por la toxina A, es su capacidad 

para inducir inflamación aguda con activación de células inflamatorias como 

macrófagos y células cebadas así como la movilización de neutrófilos (1). La 

respuesta quimiotáctica de los neutrófilos tratados con toxina A de C. difficile ha 

sido bien documentada (1,36). Así, se ha observado que el proceso inflamatorio 

intestinal está marcado por el flujo de neutrófilos al segmento intestinal afectado, 

induciendo daño a la mucosa y con un acúmulo neutrófilos, monocitos y 

eritrocitos. 

5 
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Los macrófagos también han sido señalados como células que participan en la 

orquestación de la respuesta inmune inducida por C. difficile. Daubener y cols. 

(37) demostraron que la proliferación de linfocitos T humanos en presencia de la 

toxina A es monocito-dependiente. La toxina en estas condiciones presenta un 

efecto inhibitorio en la proliferación de los linfocitos T aunque no se afecta cuando 

es mediada por citocinas (IL-2). Miller y cols en 1990 (38) establecieron que la 

toxina A, es capaz de ejercer un efecto proliferativo sobre los linfocitos de bazo en 

presencia de macrófagos activados o tratados con sobrenadantes con altos 

niveles de IL 1. Estos resultados indican que la toxina A activa a los macrófagos 

con la consecuente liberación de IL 1 o de otros factores, los cuales pueden 

estimular la proliferación de los linfocitos B. La producción de citocinas y otros 

mediadores por monocitos humanos y macrófagos tratados con las toxinas de C. 

difficile ha sido reportada (39, 33), observándose que tanto la toxina A como la B 

inducen en estas células, e indirectamente en los neutrófilos, la producción de 

IL 1, factor de necrosis tumoral a (TNFa), IL-6 y leucotrienos, siendo más 

efectivas en la producción de IL 1/3. Se observó además que la migración de 

neutrófilos y el subsecuente proceso inflamatorio inducidos por la toxina A, 

depende en parte de las citocinas producidas por los macrófagos (33). Se ha 

sugerido por lo tanto, debido a este incremento en la liberación de factores que 

median el proceso inflamatorio, que otras células del sistema inmune como las 

células cebadas y no solo los macrófagos se pueden activar en presencia de la 

toxina A y liberar mediadores que participan en el proceso inflamatorio inducido 

por las toxinas de C. difficile. 

1.4 Células Cebadas. 

Las células cebadas son células efectoras de la respuesta inmune que han sido 

predominantemente asociadas a fenómenos de hipersensibilidad inmediata y 

alergia. Sin embargo, debido a su amplia distribución en el organismo se 

considera que estas células participan activamente en la respuesta inflamatoria 

(40). La activación de las células cebadas se lleva a cabo mediante 2 tipos de 

6 
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mecanismos: a) por activación antigénica dependiente de IgE, en donde los 

receptores de alta afinidad para IgE (FcERI) en las células cebadas tienen un 

papel muy importante y b) Y por mecanismos independientes de IgE los cuales 

activan vías peptidérgicas y se presentan más en células cebadas de "serosas", 

como peritoneo y piel (41). 

Las células cebadas se originan de células hematopoyéticas pluripotenciales de 

médula ósea, donde se inicia su diferenciación para concluirla posteriormente en 

la circulación (42). En el caso de las células cebadas humanas, al parecer se 

originan a partir de células progenitoras CD34+. Es importante notar que la 

maduración de las células cebadas en tejidos periféricos está básicamente 

influenciada por factores microambientales (43,44,45). Las células progenitoras de 

células cebadas se localizan en médula ósea y tejidos periféricos, como sangre, 

mucosa intestinal, nódulos linfáticos y cavidad peritoneal y de ahí migran a los 

tejidos blanco. Los marcadores celulares para los progenitores jóvenes se han 

descrito como Thy-1 '° y c-kit hi los cuales contienen proteasas de células cebadas 

pero carecen del FCERI (46). En el humano, las células cebadas progenitoras que 

encontramos en circulación se han definido como c-kW, cd34+, Iy·, cd14· Y cd17" 

(47). Los estad íos de maduración finales de las células cebadas se concretan 

cuando ya son células residentes en tejido. 

Muchos aspectos en el desarrollo y maduración de las células cebadas 

(incluyendo crecimiento, proliferación y maduración/diferenciación) están 

regulados por citocinas. Una molécula que participa en el desarrollo de las células 

cebadas es el c-kit (CD117), conocido como receptor del factor de crecimiento de 

células estaminales o stem cell factor (SCF), el cual se expresa en todas las 

células cebadas y sus progenitores (48). Este factor de crecimiento (SCF), 

promueve la proliferación de los progenitores de las células cebadas inmaduras o 

maduras, estimula la maduración de las células precursoras y altera el fenotipo de 

células cebadas así como el contenido de mediadores (48). Además de que este 

factor requiere de co-factores como la IL-3, IL-4 Y la IL-10, para inducir el 

crecimiento y maduración de las células cebadas (49). 

7 
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El desarrollo de las células cebadas está regulado por citocinas como las 

interleucinas 3, 4, 6, 9,10 Y 11, interferon gamma (IFN-y) y por factores de 

crecimiento tales como el factor de crecimiento transformante 13 (TGF-I3), el factor 

estimulante de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) y el factor de crecimiento 

nervioso (NGF); también participan la prostaglandina E2 y los agregados de IgE 

(50,51). La IL-3 es el más potente agonista derivado de linfocitos T capaz de 

estimular el desarrollo de las células cebadas, aunque también la IL-6 y la IL-11 

en combinación con el factor precursor de células estaminales estimulan la 

generación de las células cebadas humanas a partir de células mononucleares del 

cordón (52). Sin embargo, otras citocinas como el GM-CSF, el TGF-13 y el IFNy 

disminuyen el desarrollo de las células cebadas (50,52). Por otra parte, es 

importante notar que los efectos de las citocinas en el desarrollo de las células 

cebadas depende el estado de diferenciación y de la subpoblación de las células 

cebadas. 

Las células cebadas de humanos y roedores que se derivan de diferentes tejidos, 

pueden variar en fenotipo y función. Así diferentes subpoblacíones presentan 

distintas características histoquímicas, contenido de mediadores y respuesta a 

factores de crecimiento, sensibilidad a drogas y secretagogos (53,54). En 

roedores, las células cebadas se han divido en: células cebadas de mucosa 

(IMMC) y en células cebadas de tejido conectivo (CTMC). En humanos 

encontramos células histoquímicamente análogas a las células cebadas de tejido 

conectivo de rata y que expresan tanto quimasa como triptasa (MCTC)' y células 

análogas a las células cebadas de mucosa de roedores y que expresan solo 

quimasa (MCc) o solo triptasa (MCT) (55,56). Esta expresión selectiva de las 

diferentes proteinasas de las células cebadas es comunmente utilizada para 

distinguir los fenotipos de células cebadas en ratas, ratones y humanos. Por 

ejemplo, en ratas las IMMC solo producen RMCPII en contraste con las CTMC 

que expresan dos quimasas: la RMCPI y la proteinasa-5, así como las 

metaloproteinasas, carboxipeptidasa A y triptasa. En el ratón, las proteinasas 

identificadas incluyen a 6 quimasas, a la metaloproteinasa y a la carboxipeptidasa 
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así como dos triptasas (57,58). Las IMMC producen a su vez prostaglandina 02' 

leucotrieno B. y C. mientras que las CTMC producen prostaglandina 02' Se ha 

observado también que las IMMC contienen menor concentración de histamina (1-

3 pg/cel) que las CTMC (10-30 pg/cel) (57,59,60) demás de que cada 

subpoblación puede tener una respuesta particular a citocinas, secretagogos y 

drogas antialérgicas (61). 

1.5 Mediadores liberados por las células cebadas 

Las células cebadas se pueden activar por el entrecruzamiento de sus receptores 

de superficie, que incluyen a FCERI, c-kit y NGF entre otros; también se pueden 

activar por secretagogos como el ionóforo de calcio y el compuesto 48/80 (56). 

Los mediadores de células cebadas juegan un papel importante en las reacciones 

alérgicas e inflamatorias no solo por su acción directa sobre músculo liso, epitelios 

y endotelio, sino debido a que pueden activar y reclutar a otras células efectoras 

del sistema inmune, así como amplificar y regular las respuestas inflamatorias. 

Los mediadores de las células cebadas pueden dividirse en tres categorias: 

mediadores preformados, mediadores sintetizados de novo y citocinas (56). 

Mediadores preformados. Estos mediadores son sintetizados constitutivamente, 

se almacenan en gránulos citoplásmicos y se liberan después de la estimulación. 

Entre estos tenemos a la histamina, que es un mediador sintetizado por 

descarboxilación de la histidina en el aparato de Golgi y que posteriormente se 

almacena en gránulos citoplásmicos. Una vez liberada, la histamina es 

rápidamente catabolizada por metilación y oxidación. La amplia distribución de los 

receptores para histamina (H
" 

H2 Y H3) en casi todos los tipos celulares, le 

confieren una amplia gama de efectos biológicos. Asi se ha propuesto a la 

histamina como un mensajero intracelular que media funciones celulares por 

interacción con otros factores (62). Otros mediadores de las células cebadas, son 

diversas proteasas neutras que representan entre el 20 al 50% de las proteinas 

celulares. Los proteoglicanos como la heparina y el condroitin sulfato E los 

encontramos en células cebadas humanas MCTe y MCT. Los proteoglicanos se 
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unen a la histamina, a las proteinasas neutras así como a las hidrolasas ácidas 

dentro de los gránulos de las células cebadas y parecen facilitar el 

almacenamiento y regulación de los mediadores preformados. Así mismo, las 

hidrolasas ácidas como la ~-hexosaminidasa, ~-glucoronidasa, ~-D-galactosidasa 

y la arilsulfatasa A, también son mediadores preformados que se liberan después 

de una estimulación (63). 

Mediadores sintetizados de novo. Son mediadores derivados de lipidos que se 

dividen en dos clases: Los metabolitos del ácido araquidónico (AA) o eicosanoides 

y los 2-acetil fosfolipidos, los cuales están estructuralmente relacionados con el 

factor activador de plaquetas, PAF (60). Una vez accionado el receptor 

membranal FcEiR de las células cebadas, se induce una fosforilación transitoria 

de la fosfolipasa citosólica cPLA2, que ocurre paralelamente a la liberación de AA, 

el cual se incrementa después de una segunda estimulación. El AA liberado es 

posteriormente meta balizado por ciclo-oxigenasas y lipoxigenasas para liberar 

prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (L T) Y el 5-,12-HETEs 

(ácidos hidroxi-eicosatetraenoicos) (60,63). Las células cebadas también 

producen toda una serie de radicales libres incluyendo el óxido nítrico (NO), el 

anión superóxido, el peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo los cuales tienen 

diversos efectos sobre la función de las células cebadas (57,64). 

Citocinas. Recientemente se ha descrito una amplia gama de citocinas 

producidas por las células cebadas tanto en humanos como en roedores. En 

humanos se han identificado tanto las proteínas y/o la expresión de RNAm de 

SCF, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), IL-1~, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-

13, Y las quimiocinas MIP-1a, MIP-1~, RANTES, 1-309 y la MCP-1. En roedores 

encontramos TNFa, GM-SCF, TGF/3" NGF, IFNy, UF, IL-1a, -1/3, IL-2, IL-3, IL-4, 

IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, MIP-1a, MIP-1~, MIP-2, RANTES, JE, TCA3 y 

linfotactina (56). 

De las citocinas anteriormente citadas el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es 

una de las mejor conocidas en las células cebadas. Estas células son capaces de 

sintetizar constitutivamente y liberar concentraciones substanciales de TNFa sin 
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previa estimulación, a diferencia de lo que ocurre en otras células como 

macrófagos, linfocitos, etc (65). La producción de TNFa puede incrementarse por 

activación de los receptores FCERI o FcyRlll, por la substancia P, el ionóforo de 

calcio y el forbol miristato acetato (PMA); por el contrario disminuye por IFNa/~, 

IFNy, TGF~" IL-10, algunas prostaglandinas (PGE
" 

PGE2 Y misoprostol), por 

agonistas ~2 adrenérgicos (salbutamol, salmeterol y el isoproterenol), así como 

otras drogas antialérgicas (61). Se ha reportado que la liberación del TNFa (66) es 

independiente de la liberación de otros mediadores como la histamina y la 

hexosaminidasa. Es importante mencionar que, aunque el TNFa es secretado por 

otros tipos celulares, el derivado de células cebadas tiene un papel importante en 

diversos procesos inflamatorios (67,68,69). La regulación de las funciones 

realizadas por las células cebadas está mediada de gran manera por citocinas 

como IL-3/IL-4, por el SCF y otros mediadores como la histamina, que influyen 

sobre las acciones bidireccionales entre las células cebadas y el microambiente. 

Se ha reportado (56,70) que por ejemplo el TGF~" IL-3, NGF, IL-10 e histamina 

producidas por las células cebadas regulan de forma autócrina las funciones de 

estas células. 

Finalmente, la secreción de quimiocinas, también ha sido descrita en las células 

cebadas (56). Por ejemplo la línea celular HMC-1 de células cebadas humanas 

expresa RNAm para las a y ~ quimiocinas como MIP-1", MIP-1~, RANTES, 1-3009 

y MCP-1 (55). Líneas celulares de células cebadas murinas también expresan 

RNAmpara quimiocinas como MIP-1a, MIP-1~, TCA3, JE y linfotactina (56,71). 

1.6 Células Cebadas Intestinales. 

Las células cebadas están ampliamente distribuidas en el tracto gastrointestinal. 

En la lámina propia intestinal se ha calculado la existencia de aproximadamente 

2X105 cel/mm3 (72) este número puede incrementarse en las enfermedades 

parasitarias y en procesos inflamatorios. Una vez que son activadas las células 

cebadas pueden liberar grandes cantidades de histamina, leucotrienos, factor 

activador de plaquetas (PAF), TNFa, proteasas y otras citocinas capaces de 

11 



I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

modular la ontogenia, diferenciación y función de células epiteliales, endoteliales, 

músculo liso, tejido conectivo, mieloide y neuronal (73). Es importante reconocer 

que en el tracto gastrointestinal podemos encontrar células cebadas de tejido 

conectivo y células cebadas de mucosa, que son la subpoblación más 

abundante, tanto en intestino grueso así como en lámina propia y muscular de 

intestino delgado (74,75). 

Es muy importante distinguir la asociación en intestino, de las células cebadas de 

mucosa con los vasos sanguíneos y el sistema nervioso entérico ya que esto tiene 

implicaciones tanto morfológicas como funcionales. Así por ejemplo, se han 

demostrado asociaciones importantes entre células cebadas y células del sistema 

nervioso entérico en ileon, colon y recto normales así como en procesos 

patológicos como la colitis ulcerativa (76). Evidencias recientes (77), indican que 

la interacción entre células cebadas de mucosa y nervios entéricos es bi­

direccional, lo cual es importante en la regulación de funciones de transporte 

epitelial. Debido a que las células cebadas pueden secretar un gran número de 

factores neurotróficos, incluyendo el factor de crecimiento nervioso (NGF), el 

factor inhibitorio de leucemia (UF o factor colinérgico de diferenciación neuronal) 

IL-3, IL-6, GM-CSF y óxido nítrico (NO), su papel como moduladores del 

crecimiento y actividad neuronal ha sido evidenciada, además de que estas 

moléculas pueden actuar como neurotransmisores. Siendo el NGF el mejor 

conocido y comunmente asociado con el sistema nervioso, ya que actua sobre las 

células cebadas promoviendo tanto el crecimiento neuronal como el de las células 

cebadas (57). Se puede señalar además que proteinasas derivadas de las células 

cebadas pueden degradar numerosos neuropéptidos tales como el péptido 

vasoactivo intestinal (VIP) y la sustancia P (72). Por otro lado, es bien reconocido 

que el sistema nervioso tiene efectos significativos en el desarrollo de las células 

cebadas y su función (73). Se ha descrito también que algunos neuropéptidos 

como la sustancia P, pueden estimular la secreción de histamina. La exposición 

de células de la línea RBL (células de leucemia basofílica) a bradicinina, 

somatostatina y sustancia P induce activación por lo que se considera que tienen 
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efectos similares a los observados durante el contacto entre neuronas y células 

cebadas (77). Es importante notar que la acción in vitro de los neuropéptidos 

sobre la secreción de histamina es más marcada en las células cebadas de tejido 

conectivo que en las de mucosa. Es posible que varios neuropéptidos afecten a 

las células cebadas de mucosa y regulen la secreción de diversos mediadores. 

Por ejemplo, la sustancia P estimula la producción de RNAm para TNFa, pero no 

afecta la expresión de otras citocinas (78). Desde otro punto de vista, la 

participación de las células cebadas en alteraciones intestinales ha sido reportada 

(79), observándose que las células cebadas juegan un papel protector en la 

integridad del tracto gastrointestinal, ya que ratones W/W' deficientes en células 

cebadas, tienen una alta incidencia de ulceras gástricas comparados con ratones 

no deficientes (80). Se puede concluir por lo tanto, que las células cebadas no 

solo participan en las disfunciones del tracto gastrointestinal, sino que tienen un 

papel muy importante en mantener su integridad fisiológica. 

1.7 Células Cebadas y Toxinas. 

Aunque la participación de las células cebadas en la patogénesis de las 

infecciones bacterianas no ha sido muy estudiada, la producción de mediadores 

de la inflamación sugiere que estas células pueden tener un papel preponderante 

en la respuesta inflamatoria frente a agentes infecciosos. 

Esta importante función de las células cebadas frente a diferentes bacterias y sus 

productos ha sido documentada (68,69,81,82). Así por ejemplo, se ha reportado 

que las células cebadas pueden unirse especifica mente a las FimH de E. coli y 

otras enterobacterias (83), fagocitarlas y destruirlas en sus vacuolas acidificadas a 

través de la liberación de aniones superóxido. En experimentos con ratones 

WBB6F1-W/W' (W/W') infectados con Klebsiella pneumonie, Malaviya y cols 

(83), observaron que la liberación de TNFa por las células cebadas modula el 

flujo de neutrófilos para la supresión de la bacteria, eliminando la infección en 

base a una respuesta inmune innata, independiente de anticuerpos específicos. 
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En relación con las toxinas bacterianas se ha observado que células cebadas 

provenientes de médula ósea (BMMC) y dependientes de IL-3, aumentan su 

contenido de histamina en respuesta a la toxina del cólera (84). Las alteraciones 

en la degranulación y liberación de mediadores por las células cebadas, se han 

relacionado con el daño producido en mucosas, sobre todo en patologías agudas 

y crónicas. Estos eventos de disregulación pueden ser provocados por toxinas 

bacterianas. Así por ejemplo, Leal-Berumen y cols. (85,86) han demostrado que 

las células cebadas murinas en presencia de LPS y enterotoxina de V. cho/era, 

inducen la producción de IL-6, sin alterar la liberación de histamina; sin embargo, 

en las células tratadas con la enterotoxina de V. cho/era, ocurre una inhibición de 

la producción del TNFa. Por otro lado, en BMMC se observó que no existe 

relación, entre el tratamiento de estas células con la toxina de cólera y la 

liberación de histamina (87). Estudios realizados con la enterotoxina B del 

estafilococo para observar su efecto en células cebadas murinas y RBL-2H3, 

demostraron que se inducía liberación de serotonina después de su estimulación, 

sugiriendo por lo tanto que las células cebadas pueden tener un papel importante 

en la toxicosis producida por esta enterotoxina (88). Así mismo, la toxina de 

Bordetel/a pertussis no solo induce la producción de IL-4 en células de bazo y 

nódulos linfáticos de ratones sensibilizados, sino que también provoca la 

liberación de histamina por células cebadas de rata, actuando mediante una vía 

dependiente de IgE (41,89,90,91). La participación de las células cebadas en la 

patogénesis inducida por la toxina A de C. difficile ha sido estudiada 

recientemente. En 1988 Lauritsen y cols. (92) demostraron que en procesos 

inflamatorios intestinales como la colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn y colitis 

inducida por C. difficile, la liberación de metabolitos del ácido araquidónico como 

PGE" tromboxano B, y leucotrieno B. se incrementaba significativamente en 

pacientes con daño tisular importante y ulceraciones, no así en casos más 

benignos. También se ha propuesto a la histamina como un mediador activo que 

participa en el daño causado por la toxina A de C. difficile. Kurose y cols (93) en 

un modelo de enterocolitis por toxina A en rata, demostró que el aumento en la 
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adherencia y migración leucocitaria se acompañaba de la degranulación de las 

células cebadas. Al parecer, la liberación de histamina por éstas células media la 

agregación de leucocitos y plaquetas y aumenta la adhesión leucocitaria a las 

células endoteliales, vía los receptores H 1, incrementándose además la expresión 

de P-selectina en estas células. Eliakim y cols (94) demostraron que en colitis 

inducidas experimentalmente con agentes químicos, el ketotifén (fármaco que 

actúa como estabilizador de las células cebadas) reduce significativamente el 

daño a la mucosa y la generación de factores inflamatorios como L TB4, L TC4 y 

TXB2, después de 48 horas de tratamiento. Debido a que la respuesta 

inflamatoria intestinal provocada por la toxina A de C. difficile involucra moléculas 

como PAF, prostaglandina E2, tromboxano B2, leucotrieno B4 y C4 y la proteasa 

RMCPII de células cebadas, Otros estudios (95) han demostrado también, que el 

ketotifén inhibe la enteritis inducida por la toxina A, posiblemente al inhibir la 

activación de las células cebadas y alterar la quimiotáxis de los neutrófilos, dando 

por resultado, una disminución en la secreción e inflamación. 

El mecanismo mediante el cual se produce un proceso inflamatorio posterior a la 

exposición de la toxina A a su receptor, no ha sido completamente definido. Una 

posible explicación es que el tamaño de la toxina A (308 KD), no le permite su 

paso a través de la mucosa intestinal y por lo tanto no puede estimular 

directamente a las células de la lámina propia. De esta manera, sería más 

favorecida la activación de ciertas neuronas y circuitos neuronales del intestino 

por la toxina, lo cual influiría en la liberación de otros factores que podrían 

amplificar los efectos de la toxina hacia otras células como macrófagos, células 

cebadas, neutrófilos y células endoteliales (96). En la inervación del tracto 

digestivo tenemos evidencias de que existen neuronas sensitivas aferentes 

sensibles a la capsaicina, y que estas neuronas participan en la inhibición del 

reflejo somatovisceral de la motilidad gastrointestinal (97,98). Diversos estudios 

han demostrado que las fibras aferentes sensibles a la capsaicina contienen y 

liberan una gran variedad de péptidos como la substancia P, neurokinina A, el 

péptido relacionado con el gen de la calcitonina y el polipéptido intestinal 
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vasoactivo (VIP) (96). Existen además evidencias anatómicas de una cercana 

asociación entre fibras aferentes y las células cebadas en el tracto gastrointestinal 

(99,75). Otros estudios (100,101,102) han demostrado que utilizando diversos 

inhibidores neuronales como lidocaína, hexametonio y capsaicina, las toxinas de 

C. difficile y de V. cho/erae pueden activar diversos mecanismos neuronales, 

que participan en los efectos producidos por estas dos enterotoxinas. 

Observándose además, que las neuronas sensitivas aferentes sensibles a la 

capsaicina, están involucradas en los mecanismos de daño inducido por la toxina 

A de C. difficile. Numerosas neuronas incluyendo neuronas primarias sensoriales 

se encuentran localizadas en el plexo intestinal submucoso y se proyectan a 

diversas células de las criptas y de las vellosidades formando complejas redes por 

debajo de la mucosa epitelial. Este tipo de neuronas liberan y reaccionan a la 

substancia P (103), que es un neuroéptido de 11 aminoácidos que produce 

numerosos efectos proinflamatorios y que se ha implicado en algunas 

patologíascomo asma, artritis y enfermedad inflamatoria intestinal. Pothoulakis y 

cols. (102), demostraron que un antagonista de la substancia P, denominada 

CP-96,345, inhibe en la rata la respuesta a la toxina A de C. difficile. Por otra 

parte, Mantyh y cols. (103) observaron un incremento en la expresión de 

receptores para la substancia P en vasos sanguíneos y tejido linfoide en pacientes 

con enteritis fulminante por C. difficile. De esta forma, podemos considerar que la 

relación neuro-inmune en la fisiopatogenia de la enteritis y la colitis 

pseudomembranosa por C. difficile es determinante para la producción de la 

enfermedad, ya que puede presentarse un proceso de activación indirecta de las 

células cebadas por esta vía. 

Otro punto de interés es la participación de las proteínas de unión a GTP, Ras, 

Rae y Rho en los procesos de exocitosis post-activación de las células cebadas. 

Las GTPasas Rae y Rho son reguladoras de diversos procesos celulares como: la 

organización del citoesqueleto, la proliferación y transformación celular así como 

la muerte celular por apoptosis (104,105,106). Como se mencionó anteriormente, 

las proteínas Rho son blanco de acción de la toxina A de C. difficile, además de 
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que existe la participación de estas proteínas en el desensamblaje de la F-actina 

posterior a la activación de células cebadas peritoneales por diversos agentes 

(107). Las proteínas Rho son las responsables de la polimerización de novo de la 

actina, mientras que las proteínas Rac son requeridas posteriormente, para 

orientar en forma centrípeta los filamentos de actina. Estudios con células 

mutantes de estas dos proteínas (V14 RhoA y V12Rac1), demostraron que la 

inhibición endógena de Rac y Rho reduce la respuesta secretoria de las células 

cebadas, teniendo por lo tanto un papel importante en la regulación de la 

exocitosis de estas células (108,109). Por otro lado se ha demostrado también 

que la toxina B de C. difficile, inhibe la activación de células cebadas 

peritoneales, sugiriendo que las proteínas Rho y otras proteínas relacionadas se 

encuentran involucradas en esta alteración (110). 

Podemos sugerir por lo anterior, que existe una participación importante de las 

células cebadas en el proceso inflamatorio observado durante la colitis 

pseudomembranosa y y la diarrea asociada al uso de antimicrobianos y 

finalmente, algunas substancias estabilizadoras de las células cebadas, puedan 

reducir el proceso inflamatorio y el daño observado en la colitis 

pesudomembranosa. 

1.8 Muerte Celular por Apoptosis. 

El fenómeno de homeostasis es reconocido como un principio fundamental en los 

seres vivos, ya que este proceso nos permite mantener constantes las 

condiciones de nuestro medio ambiente interno. Por ejemplo, en el ciclo celular el 

control de la proliferación celular para mantener homeostasis es regulado 

mediante el proceso de muerte celular programada también conocido como 

apoptosis. Kerr y cols. (111), desarrollaron por primera vez el concepto de que 

existen dos tipos de muerte celular: por necrosis y por apoptosis. La necrosis es 

un proceso marcado por un incremento temprano del volumen de los organelos 

celulares y del total de la célula, seguido por autólisis. Los cambios nucleares en 
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este caso, son eventos tardíos resultantes de la activación de las enzimas 

celulares hidrolíticas. La necrosis es vista como una catástrofe metabólica que 

afecta directamente a la célula y a células vecinas produciendo daño severo tanto 

molecular como estructural (112). Contrariamente, el proceso de apoptosis es un 

fenómeno de muerte activa, reconocido en la actualidad como un fenómeno 

fisiológico, cuyas alteraciones desestabilizan la homeostasis celular produciendo 

diversas patologías. Este fenómeno, que forma parte del proceso de muerte 

celular programada está determinado genéticamente y es importante para el 

control de la homeostasis celular y el desarrollo de los organismos. 

El fenómeno de apoptosis involucra alteraciones morfológicas y metabólicas bien 

caracterizadas (111,112). Morfológicamente las células apoptóticas son más 

pequeñas, con cambios sustanciales en el núcleo pero no en los organelos 

citoplásmicos. En el núcleo, la cromatina se condensa lo que histológicamente se 

conoce como picnosis, posteriormente se desintegra en fragmentos (cariorrexis) y 

cada fragmento protruye con porciones de citoplasma rodeados de membrana 

celular conociéndose a este fenómeno como protrusión, gemación o "blebbing" 

(113,114). Al desprenderse, estos fragmentos forman los cuerpos apoptóticos 

que se presentan en los estadios tardíos de la apoptosis. El evento final en la 

cascada, es la fagocitosis por macrófagos vecinos u otras células fagocíticas; las 

cuales reciclan estos cuerpos apoptóticos (115,116). Contrario a lo que sucede en 

los procesos de muerte por necrosis, en la apoptosis no se produce un proceso 

inflamatorio ni se causa daño a las células vecinas. Así mismo, en la apoptosis las 

células experimentan cambios bioquímicos y metabólicos importantes, ya que 

procesos como la síntesis de proteínas y la activación y expresión de ciertos 

genes, juegan un papel prominente en este proceso (117,118,119). Proteínas 

como las ciclinas, nucleasas, proteín cinasas, caspasas y proteasas son 

requeridas a diferentes niveles como activadores, ejecutores o reguladores del 

proceso de apoptosis (117,118,119,120,121). Los mecanismos de activación y 

control génico de la apoptosis han sido ampliamente estudiados (121,122,123). 
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Los estudios para establecer que la muerte celular programada (MCP) era un 

fenómeno genéticamente determinado, se realizaron inicialmente en el nemátodo 

Caenorhabditis e/egans. Este modelo permitió establecer que un sistema de 

genes permiten la supervivencia o dirigen la muerte de las células en los primeros 

estadios de desarrollo del nemátodo. Se ha establecido que los genes ced-3, ced-

4 y ced-9 son los componentes centrales y regulan la MCP (121,123). Se ha 

establecido que ced-9 en C. e/egans es un gen inhibidor de la muerte celular y 

que el gen homólogo en el mamífero es el supresor BcI-2, mientras que ced-3 es 

un gen efector de muerte y su homólogo en mamíferos es ICE conocido miembro 

de la familia de las caspasas. Para ced-4 que en conjunto con ced-3, es un efector 

de muerte celular no se ha encontrado aún un gen homólogo (117,119,121,123). 

El proceso de apoptosis se puede presentar en casi todas las células del 

organismo. En el sistema inmune por ejemplo, la muerte celular programada es 

clave en los procesos de selección negativa que ocurren en el timo. Estos 

procesos también involucran diversas moléculas como a la familia del TNF y su 

receptor que incluye a Fas/APO-I/CD95 y a su ligando; estas moléculas entre las 

que tenemos a MORT1/ FADD, TRADD Y RIP se caracterizan por presentar una 

secuencia de 70-80 a.a. en la porción citoplásmica, identificadas como "dominios 

de muerte" esenciales para iniciar diversas vías que conducen a la muerte celular 

(120,124,125,126,127). Entre otros genes involucrados también tenemos a los 

relacionados con ICE (gen de la enzima convertidora de IL-1 p) Y otras 10 

proteasas de cisteína ahora denominadas caspasas, la familia de bcl-2 incluyendo 

a bcl-x, bcl-xs, bcl-xl, bax, bak, oncogenes como c-myc, fos/jun, ELF, DP-1, 

SV40, EIB, p53, Y genes relacionados como WAFI, RB y Reaper 

(121,126.127.128). No solo los timocitos sino otras células inmunes como 

neutrófilos, eosinófilos y células cebadas presentan el fenómeno (129,130,131). 

En las células cebadas se ha establecido, que tanto la proliferación como la 

maduración involucran dos citocinas: la IL-3 y el ligando de c-kit (SCF). En 1993 

Mekori y cols. (131), describieron por primera vez, que las células cebadas 

murinas podían presentar apoptosis por deprivación de IL-3, mientras que el SCF 
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era capaz de rescatarlas del fenómeno (132,133). Posteriormente, se demostró 

que el ligando del receptor de c-kit, SCF, regula tanto en el humano como en el 

ratón la supervivencia de las células cebadas, suprimiendo el proceso de 

apoptosis (133). Otras moléculas como el factor de crecimiento nervioso (NGF), 

actúa como el SCF, inhibiendo la apoptosis en células cebadas peritoneales 

murinas a través del receptor del proto-oncogen p140TRK (134). Varios genes se 

han implicado en la regulación del fenómeno de apoptosis en células cebadas. 

Por ejemplo, se encontró que cuando las células cebadas presentan apoptosis 

por deprivación de IL-3 existe coincidentemente, un decremento endógeno del 

RNAm de bcl-2 (135). De tal forma, que tanto el SCF como la IL3 son supresores 

de apoptosis en las células cebadas aunque actuan por diferentes mecanismos ya 

que bcl-2 no es activado por SCF. Otro fenómeno interesante es la deprivación de 

SCF que induce apoptosis siendo éste proceso parcialmente dependiente de p53 

(136). Aunque el efecto del SCF para prevenir la apoptosis en estas células no se 

asocia con la inducción de bcl-2, ya que este gen no regula el rescate efectuado 

por el SCF en células cebadas, su sobreexpresión si prolonga la supervivencia de 

células cebadas transfectadas con el gen (135,136). Por otra parte, el SCF es 

capaz de inducir la expresión de otros genes como bax. Otros estudios (137,138), 

han demostrado que los mecanismos que regulan la proliferación de las células no 

actúan solamente a través de factores de crecimiento, sino también mediante 

mecanismos adicionales como el factor transcripcional murino codificado por el 

locus mi (MITF) que es un inductor y acelerador de apoptosis en células cebadas 

murinas con deprivación de IL-3. Otros mecanismos como la activación directa de 

Fas (CD95, APO-1) (137) que inducen el proceso de apoptosis en células 

cebadas y la expresión de la sintetasa de óxido nítrico (NOS) (139) que se 

expresa en la línea celular p815 proveniente de mastocitomas murinos que 

presentan apoptosis espontánea, demuestran que estos mecanismos pueden 

participar en la regulación de la proliferación y supervivencia de las células 

cebadas. Como se ha mencionado, el proceso de apoptosis es multifactorial y es 

un fenómeno regulado genéticamente, en el que se involucran agentes físicos, 
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químícos, agentes bacterianos y virus. El proceso de apoptosis mediado por 

agentes infecciosos ha sido descrito para una amplia gama de bacterias y sus 

productos. Así, microorganismos como: Shigella flexneri, Bordelella pertussis, 

Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila, Salmonella 

typhimurium y Helicobacter pylori y las toxinas bacterianas como: la toxina 

diftérica, las toxinas a y B del estafilococo, la toxina de pertussis, la verotoxina, la 

toxina A de C. difficile, la toxina A de pseudomona y el lipopolisacárido (LPS) son 

capaces de inducir apoptosis en diferentes tipos celulares (140,141,142). Tanto la 

toxina A como la toxina B de C. difficcile son inductoras de apoptosis 

(142,143,144). Estudios realizados por Mahida y cols. (142) demostraron que la 

toxina A de C. difficile tiene diversos efectos sobre las líneas celulares Caco, 

HT29, T84 Y células epiteliales de colon humano, induciendo cambios 

morfológicos como redondeamiento y desprendimiento de la membrana basal, 

detectándose finalmente apoptosis. Reportes posteriores de estos mismos autores 

(144), han demostrado que posterior a la pérdida del epitelio intestinal, las células 

residentes de lámina propia se ven afectadas, observándose una pérdida 

temprana de los macrófagos y muerte por apoptosis de linfocitos T y eosinófilos, 

detectándose además liberación de TNFa. Sin embargo, aunque no se sabe con 

precisión que vías metabólícas se activan o que genes controlan estos eventos, la 

toxina A de C. difficile es capaz de guiar a diferentes tipos de células a un 

proceso de apoptosis y específicamente a células inmunes, produciendo 

finalmente daño a nivel intestinal. 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La diarrea asociada al uso de antimicrobianos y la colitis pseudomembranosa son 

dos problemas de salud pública muy importantes sobre todo en las etapas 

extremas de la vida. El conocimiento de la fisiopatogenia de estas entidades es 

muy importante para comprender los mecanismos que desarrollan la enfermedad, 

así como para encontrar un tratamiento efectivo. El principal agente etiológico de 

la diarrea asociada al uso de antimicrobianos y a la colitis pseudomembranosa es 

Clostridium difficile, que actúa mediante sus toxinas A y B. Nosotros estudiamos 

las alteraciones inducidas por la toxina A o enterotoxina en células cebadas. 

Recientemente se han realizado numerosos estudios para poder entender los 

mecanismos que llevan al daño intestinal inducidos por la toxina A, un 

planteamiento interesante es la participación de células del sistema inmune, 

específicamente las células cebadas de mucosa que se encuentran ampliamente 

distribuidas en el tracto gastrointestinal. Estas células al ser activadas pueden 

liberar una gran cantidad de mediadores de la inflamación y por lo tanto participan 

en el daño observado a nivel intestinal inducido por la toxina A de C. difficile. 

Hasta la fecha, no se ha definido si ocurre una activación directa de las células 

cebadas por la toxina A o indirecta, vía el sistema nervioso entérico. En este 

trabajo, se analizaron los efectos in vitro de la toxina A sobre las células cebadas, 

su activación por la toxina y la liberación de mediadores de respuesta inflamatoria, 

así como los efectos relacionados con la viabilidad de estas células. Como se ha 

postulado, las células cebadas pueden estar participando del daño inducido por la 

toxina A de C. difficile por lo tanto, si los efectos sobre estas células son 

controlados, se podría disminuir de forma muy importante el daño producido por la 

toxina. 
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111) JUSTIFICACION 

Por las razones anteriormente mencionadas consideramos de gran importancia el 

estudio del efecto de la toxina A de C. difficile sobre células efectoras de la 

respuesta inmune como son las células cebadas. Debido a la gran cantidad de 

mediadores de la inflamación y citocinas liberados por estas células, su 

participación en procesos infecciosos es muy importante. A las células cebadas se 

les ha vinculado con problemas de inflamación aguda intestinal y colitis, por lo que 

es importante considerar su potencial como células efectoras e inductoras de la 

inflamación. Nosotros estudiamos los efectos directos de la toxina A de C. difficile 

sobre las células cebadas para determinar su participación en la fisiopatogenia de 

la colitis pseudomembranosa y la diarrea asociada al uso de antimicrobianos así 

como, para establecer un vínculo que nos demuestre la importancia de estas 

células en procesos inflamatorios e infecciosos. Estos estudios nos permiten llegar 

a un mejor entendimiento de los diversos mecanismos relacionados con las 

patologías inducidas por la toxina A. 

IV) HIPOTESIS 

La toxina A de C. difficile es capaz de activar a las células cebadas generando 

mediadores de la respuesta inflamatoria generando daño intestinal y muerte 

celular. 

V) OBJETIVO GENERAL 

Determinar los efectos de la toxina A de C. difficile en los mecanismos de 

activación, liberación de mediadores y sobrevivencia de las células cebadas. 
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VI) OBJETIVOS PARTICULARES. 

a) Investigar las alteraciones funcionales y morfológicas originadas por la toxina A 

de C. difficile en células cebadas. 

b) Determinar si las células cebadas tratadas con la toxina A de C. difficile son 

capaces de liberar mediadores como histamina, TNF a. y óxido nitrico. 

c) Analizar como el daño inducido por la toxina A de C. difficile en células 

cebadas modifica su viabilidad y sobrevivencia. 
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VII) MATERIAL Y METODOS 

VI1.1 Líneas Celulares. 

Se utilizó la línea de células cebadas HRMC (hibridoma celular que expresa un 

fenotipo de célula cebada de mucosa) donada por el Or. Arnold Froese (145). Así 

rnismo se utilizaron la línea celular IEC-18 proveniente de epitelio intestinal de rata 

y la WEHI 164.13 sensible a TNF-a y ~ de acuerdo a las especificaciones de la 

ATCC. Las células HRMC y WEHI 164.13 se cultivaron con medio RPMI 1640 

conteniendo bicarbonato de sodio y suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(FetalClone 11, Hyclone, Logan, UT, USA.), 2mM de L-glutamina, Hepes 1 M Y 

penicilina-estreptomicina (100X) (RPMI-SFB) en una atmósfera de 5% de CO2 a 

37°C. Las células IEC-18 se cultivaron bajo las mismas condiciones agregando 

además 10 U de insulina (Humulin-R, Elli Lily de México) en 100 mi de RPMI-SFB. 

Para obtener células en suspensión de las líneas IEC-18 y HRMC, las monocapas 

de células adherentes se sometieron a un tratamiento con tripsina-verseno (0.05-

0.05%) (In vitro, México, México) por 5 min a 37° C y se lavaron posteriormente en 

PBS pH 7.4 mediante centrifugación a 300 X g a temperatura ambiente. 

VI1.2 Células cebadas peritoneales. (PMC). 

Las células cebadas peritoneales se obtuvieron de ratas Sprague-Oawley, las 

cuales fueron mantenidas en el bioterio del CMN siglo XXI, IMSS y en los bioterios 

del Heritage Research Center, Edmonton, y de la Universidad de Calgary, 

Canadá, bajo condiciones estándar y alimentadas ad libitum. Las PMC se 

obtuvieron mediante un lavado de la cavidad peritoneal con 20 mi de solución 

amortiguadora Hepes-Tyrode conteniendo albúmina sérica bovina al 0.1 %, Hepes 

10 mM, NaCI130 mM, O-glucosa 11 mM, KC14.75 mM, CaC12 2.54 mM y NaH 2PO. 

1 mM (HBTS); posteriormente las células se centrifugaron a 300 X g por 5 min a 

4°C para obtener el botón celular, el cual se resuspendió en 5 mi de HBTS y se 
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colocó en un gradiente de percol! discontinuo (80/30%) (Pharmacia Ud., Uppsala, 

Suecia). Este gradiente se centrifugó a 600 X g por 20 min a 4°C para obtener el 

botón celular conteniendo las PMC. Las células así obtenidas, se cultivaron en 

medio RPMI-SFB bajo las condiciones ya descritas, a una densidad de 2.5 X 105 

células/mI. La homogeneidad de las células aisladas se verificó mediante la tinción 

de azul de toluidina (146) por microscopía de luz. En todos los experimentos la 

pureza de las PMC obtenidas fue entre 97-99% y la viabilidad analizada por 

ensayos de exclusión de azul tripán >96%. El protocolo utilizado para la obtención 

de células cebadas de ratas fue aprobado por el comité de ética del Instituto 

Mexicano del Seguro Social, México y de las Universidades de Alberta y Calgary, 

Canadá. 

VI1.3 Reactivos 

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

USA): 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT), sulfanilamida, 

o-ptaldialdehido, acetaldehido, difenilamina, tritón X-100, Hepes -(N-2-

hidroxietil)piperazina N' -(2-ácido etanilsulfónico), ionóforo de calcio A23187 

(Calon), 2-mercaptoetanol, parafenilendiamina, L-glutamina, penicilina­

estreptomicina 100X, anticuerpos monoclonales anti-tubulina y el kit E-toxate 

(Limulus amebocyte Iysate) para detección de endotoxina. El NaOH, el NaCI, el 

KCI, el CaCI2 la O-glucosa, el NaH2P04, el ácido tricloroacético (TCA) , el ácido 

acético glacial, el H2S04 y el glutaraldehido se obtuvieron de Merck de México, 

(México). La toxina A de C. difficile fué purificada de acuerdo al método de Torres 

y Lonroth (147) y probada con el kit E-toxate para comprobar que fuese libre de 

endotoxina. El antígeno de Nippostrongylus brasiliensis (NbAg) fué obtenido de 

acuerdo al procedimiento descrito por White y Pearce (148). El medio RPMI-1640, 

el fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) y la solución salina balanceada de 

Hanks (HBSS) fueron de Gibco BRL (Gibco Co. Gaithersburg MO, USA). Los 

anticuerpos monoclonales anti-actina, fueron producidos y purificados como 
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previamente se ha descrito (149). Los anticuerpos policlonales anti-toxina A fueron 

producidos en conejo de acuerdo al método descrito por Torres y cols (150). 

Vli.4 Ensayo para medir TNF-a. 

Se utilizaron 2.5X10' PMC de ratas sanas, las cuales fueron incubadas en RPMI­

SFB y tratadas con diferentes concentraciones de toxina A (0.001, 0.01, 0.1 Y 

1¡Jg/ml) por 4 h a 37°C en una atmósfera de CO2 al 5%. A continuación, las 

células se lavaron y centrifugaron para retirar la toxina sobrante y se incubaron 

por 6 h más en RPMI-SFB, de acuerdo a las condiciones ya referidas. 

Posteriormente los sobrenadantes se obtuvieron por centrifugación (900 X g) Y se 

probaron en la línea celular WEHI 164.13 sensible a TNF-a mediante un ensayo 

de citotoxicidad utilizando MTT (151). Para estos ensayos, los sobrenadantes 

obtenidos (50 ¡JI) de células tratadas y sin tratar con la toxina A así como la curva 

control estándar de TNF-a recombinante de ratón de 0.8 a 100 pg/ml (Genzyme 

Co., Cambridge, MA, USA), se incubaron en placas de 96 pozos (Costar 

Co.Cambridge, MA, USA) con 1X105 células WEHI 164.13/ml en RPMI-SFB por 

20 h a 37°C en 5% de CO2. Posteriormente, la viabilidad celular se evaluó en 

presencia de MTT (5mg/ml en PBS) incubándose las muestras por 3 h a 37°C en 

5% de CO2. Para disolver los cristales de formazán presentes, se adicionó 

isopropanol-HCI (0.04N en HCI) y se procedió a leer la placa a 570 nm en un 

espectrofotómetro Vmax kinetic reader (Molecular Devices Co. Menlo Park, CA, 

USA). En todos los casos se añadió suero policlonal anti-toxina A en una dilución 

de 1 :50, suficiente para neutralizar la actividad de 1¡Jg/ml de toxina. 

ViloS Producción de óxido nítríco (NO). 

Para estos ensayos se utilizaron 1X105 PMC de ratas sanas, las cuales se 

incubaron por 4 h con diferentes concentraciones de la toxina A (0.001, 0.01, 0.1 Y 

1¡Jg/ml) en RPMI-SFB sin rojo de fenol. Posteriormente a las células se les retiró 

la toxina A por centrifugación (300 X g por 5 min) y se incubaron a 37°C en CO2 al 
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5% por 72 h más. Se procedió a obtener el sobrenadante que se mezcló con un 

volumen igual de reactivo de Griess (1% de sulfanilamina en 2.5% de H3PO. y 

0.1% de N-(-1naftil)-etilen diamino dihidroclorado en 2.5% de H3PO.) y se incubó 

por 10 min a temperatura ambiente (152). La concentración de NO; se determinó 

utilizando diferentes concentraciones de NaN02 (de 1.25 nM a 250 nM). Las 

muestras se leyeron en un espectrofotómetro Vmax kinetic reader (Molecular 

Devices Ca. Menlo Park, CA, USA) a una absorbancia de 540 nm. 

VI1.6 Ensayo de liberación de histamina. 

Para estudiar la activación dependiente de IgE inducida por la toxina A en PMC, 

se infectaron ratas sanas (5 ó 6 semanas antes del aislamiento de las PMC) con 

3000 gusanos del tercer estadio del nemátodo Nippostrongylus brasiliensis 

(Nb) (153). Para evaluar tanto la activación independiente de IgE, así como la 

acción directa de la toxina A de C.difficile, se utilizaron ratas no infectadas. De las 

ratas infectadas con Nb, se utilizaron 2.5X10' PMC, las cuales se incubaron en 

100 !JI de HTBS en presencia o ausencia de toxina A (0.001, 0.01, 0.1 Y 1!Jg/ml) 

por 30 min ó 4 h a 37°C en CO2 al 5%. Después de la incubación, las células se 

lavaron y centrifugaron a 300 X g por 5 min a 4°C. Las PMC se resuspendieron 

en HBTS y se expusieron por 20 min a 37°C a una concentración de antígeno de 

Nb equivalente a 10 gusanos/mI. Las células aisladas de ratas no infectadas 

también fueron incubadas con las diferentes dosis de toxina A bajo las 

condiciones ya referidas y posteriormente con lonóforo de Calcio A23187 (2.5 

!JM), por 20 min o solo con RPMI-SFB. Los niveles de histamina se cuantificaron 

según el método de Siraganian (154). Los sobrenadantes y botones celulares se 

separaron por centrifugación a 900 X g por 5 min a 4°C. Ambas muestras se 

sometieron a ebullición por 10 min y se precipitaron en TCA al 25% por 10 mino 

Las proteínas precipitadas se retiraron mediante centrifugación a 1200 X g por 10 

min y todas las muestras se transfirieron a fluoro placas (Fluoro Nunc Maxisorp, 

USA). Para activar la reacción se adicionaron NaOH 4N y o-ptaldialdehido 
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(1.3mg/ml de metanol). Finalmente, la reacción se estabilizó adicionando HCI 3N. 

Las muestras se leyeron utilizando un fluoroscan Cytofluor 2350 (Millipore Co. MA, 

USA) con un filtro de excitación de 345 y de emisión de 455. El porcentaje de 

liberación de histamina de las PMC se calculó tomando las lecturas obtenidas de 

los sobrenadantes y botones mediante la siguiente fórmula: (Lectura del SNI 

Lectura del SN + Botón) X 100. La liberación espontánea de histamina en 

ausencia de la toxina A, de lonóforo de calcio o de NbAg, fue sustraido para 

estimar el porcentaje de la liberación específica de histamina. 

VIL7 Estudios de moriología celular. 

a) Ensayos de citotoxicidad 

Se incubaron 2.5 X10' células HRMC y 5 X10' células IEC-18 y PMC en RPMI­

SFB a 37° en 5% de CO2 por 4 h con diferentes concentraciones (0.001, 0.01, 0.1 

Y 1lJg/ml) de toxina A. Posteriormente, las células se centrifugaron a 300 X g con 

PBS pH 7.4 para retirar la toxina y se incubaron bajo las condiciones ya referidas 

en RPMI-SFB a tiempos adicionales de 4, 20, 44 Y 68 h. El efecto citotóxico se 

valoró por microscopía de luz mediante la observación de la morfología de las 

células tratadas con la toxina A. Para lo cual se utilizaron los siguientes criterios: 

que en las células IEC18 se presentara redondeo celular y pérdida de sus uniones 

y para las células HRMC que se presentara redondeo total. Se observaron por lo 

menos cinco diferentes campos visuales del cultivo celular, contándose en cada 

uno de ellos 100 células. Se evaluó además la viabilidad celular a cada tiempo y 

concentración mediante ensayos de exclusión de azul tripán. 

b) Preparación de "Cytospots". 

Se incubaron 2X105 HRMC con 1IJg/ml de toxina A en medio RPMI-SFB y células 

control sin toxina por 4 h bajo las condiciones ya descritas. Posteriormente se 

retiró la toxina y se incubaron las células en medio RPMI-SFB por 20 h 

adicionales. Las células se suspendieron en PBS con 0.15 M EDTA Y 5% de BSA 

29 



I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

y se centrifugaron a 200 X 9 por 5 min en un Cytospin (Shandon Southern 

Instruments, Sewickley, PA, USA). Las muestras se secaron de 6 a 12 h a 

temperatura ambiente y se tiñeron con una modificación de la tinción de Giemsa, 

utilizando el reactivo de Diff Qwik (American Scientific Products, McGam Park, IL, 

USA) observándose por lo menos cinco diferentes campos mediante microscopía 

de luz. 

c) Citoesqueleto. 

Para el análisis de los efectos de la toxina A de C. diffici/e sobre citoesqueleto, se 

utilizaron 2.5X104 PMC o HRMC, las cuales se incubaron con 1¡.Jg/ml de toxina A 

o unicamente medio RPMI-SFB por 4 h, bajo las condiciones ya mencionadas. 

Las células tratadas con la toxina A se incubaron por 20 h adicionales en RPMI­

SFB a 37° en 5% de CO2 y finalmente se lavaron con PBS pH 7.4. 

Posteriormente, las células se fijaron en paraformaldehido (Fisher scientific, USA) 

al 3.7% en PBS por 30 min y en seguida, las muestras se lavaron en tres 

ocasiones con el mismo solución amortiguadora y se permeabilizaron con tritón X-

100 al 0.1 % en PBS por 10 min; a las muestras de actina se les dió un tratamiento 

extra con SDS al 0.5% por 10 mino Posteriormente, se les adicionaron 30¡.J1 de 

anticuerpo monoclonal anti-actina(1 :30) o anti-tubulina y se incubaron por 1 h a 

temperatura ambiente (146). Las muestras así tratadas, se lavaron con PBS y se 

incubaron con un anticuerpo policlonal anti-lgGs de ratón conjugado con 

fluoresceína (1 :30) (Boehringer-Mannheim,Germany) por 1 h a temperatura 

ambiente. Finalmente, las muestras se lavaron con PBS y H20 bidestilada y se 

montaron en cubreobjetos preparados con parafenilendiamina en gelvatol 

(Monsanto Birchman Bend Plant, MA, USA), observándose diferentes campos en 

un microscopio de fluorescencia Olympus BH-2 (Olympus CO. Japan) y en un 

microscopio confocal (BioRad Lab, CA, USA modelo MRC 600). 
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d) Microscopía Electrónica. 

Las células tratadas y no tratadas con toxina A se prepararon para su observación 

mediante microscopía electrónica. Para ello, se incubaron 1X106 PMC con 1lJg/ml 

de toxina o con medio RPMI-SFB por 4 h bajo las condiciones ya descritas. 

Posteriormente, se retiró la toxina de las células y se suspendieron en RPMI-SFB, 

incubándose por 20 h adicionales a 37°C en 5% de CO2. Las células entonces se 

fijaron con glutaraldehido (Merck de México) al 2.5% por 1 hora, y se realizó una 

post-fijación con Os02 en solución amortiguadora de cacodilatos 0.3 M pH 7.2. 

Una vez realizado lo anterior se procedió a realizar una deshidratación gradual en 

etanol (70,90 y 100%) Y finalmente se embebieron en epon (155). Las muestras 

se seccionaron por microtomo y se observaron mediante microscopía electrónica 

de transmisión en un microscopio Jeol-X1 00 SX (Jeol Co. Tokio, Japan). Para su 

observación por microscopía de barrido, después de la deshidratación gradual en 

etanol, las muestras se secaron a punto crítico con CO2 y se cubrieron de oro, 

observándose en un microscopio Jeol 35C (Jeol Co. Tokio, Japan). 

VI1.8 Ensayos para evaluar la muerte celular por Apoptosis. 

a) Análisis de fragmentación de DNA. 

Una suspensión de 2X106 PMC de ratas no infectadas o de HRMC se incubaron 

por 4 h en presencia o ausencia de 1lJg/ml de toxina A, bajo las condiciones ya 

referidas. Posteriormente, las células se centrifugaron a 300 X g durante 5 min 

con PBS pH 7.4 Y se suspendieron en solución amortiguadora de lisis (10mM de 

EDTA, 50 mM de tris-HCI pH8 y SDS al 0.5%), con proteinasa K (500 IJg/ml) y 

RNAsa A (50IJg/ml) y se incubaron a 50°C por 2 h. En seguida, las muestras se 

centrifugaron a 16000 X g por 15 min a 4°C. Para la extracción del DNA se 

recuperaron los sobrenadantes y se trataron dos veces con un volumen igual de 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24: 1) Y una vez con cloroformo/alcohol 

isoamílico (24:1). El DNA obtenido en la fracción acuosa se precipitó toda la noche 

a -20°C en un 0.1 volumen de acetato de sodio 3M y 2.5 volúmenes de etanol al 
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100%. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 16000 X g por 10min 4°C y 

se lavaron 2 veces con etanol al 70% centrifugando a 16000 X g por 5 min a 4°C. 

El botón de DNA obtenido se suspendió en 20 ¡JI de solución amortiguadora TE 

(40 mM trisHCI y 1 mM de EDTA) y se sometió a electroforesis en un gel de 

agarosa al 1 %, tiñéndose por 30 min para su observación con una solución de 

sybr green (dil: 1: 1 0000) (Molecular probes. Eugene, OR, USA) de acuerdo a las 

intrucciones del provedor. 

b) Determinación del porcentaje de DNA fragmentado. 

Para evaluar el porcentaje de DNA fragmentado se realizaron ensayos con 

difenilamina (DPA) (156,157). Para éstos, se utilizaron 1X106 PMC o células 

HRMC, las cuales fueron incubadas con 1¡Jg/ml de toxina A o medio RPMI-SFB 

por 4 h, de acuerdo a las condiciones ya mencionadas. A continuación las células 

se lavaron por centrifugación a 300 X g por 5 min a temperatura ambiente para 

retirar la toxina excedente y se incubaron a 37° en 5% de CO2 en RPMI-SFB a 

tiempos adicionales para finalmente lograr tiempos de incubación O, 4, 8, 12, 18 Y 

24 h para PMC y de O, 4, 24, 48 y 72 h para HRMC. Posteriormente, las muestras 

se lavaron con PBS pH 7.4 obteniéndose los botones celulares que se 

suspendieron en solución amortiguadora HiTE (100mM de Tris-HCI, 40 mM de 

EDTA). Inmediatamente, se les adicionaron 400 ¡JI de solución de lisis no iónica, 

(10mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA con 0.5 % v/v de Tritón X-100) y se colocaron 

en agitación por 30 mino Las muestras así tratadas se centrifugaron a 16000 X g 

por 15 min, obteniéndose los sobrenadantes (DNA de bajo peso molecular) así 

como los botones (DNA de alto peso molecular). En seguida, se realizó una 

precipitación con TCA al 25% toda la noche, y posteriormente una segunda 

precipitación con TCA al 5% seguido de una hidrólisis a 90°C. Finalmente, a las 

muestras se les adicionó el reactivo de DPA [difenilamina 15 mg/ml en ácido 

acético glacial al 98% con 1.5% (vlv) de H2SO •. y acetaldehido al 0.5% (v/v)], 

incubándose por 15 a 18 h a 30° C. Para la lectura se tomó un volumen de 200 ¡JI 
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y se transfirió a una microplaca de 96 pozos (Nunclon, Nunc Co. Denmark), 

procediéndose a leer las muestras con una absorbancia de 620 nm en un lector 

Bio-Tek Instruments (Winooski, VT, USA). El porcentaje de fragmentación del 

DNA se calculó mediante la siguiente fórmula: % fragmentación del DNA =(DNA 

de bajo peso molecular I DNA de bajo peso molecular + DNA de alto peso 

molecular) X100. Los valores fueron reportados como el porcentaje de 

fragmentación del DNA. 

c) Ensayo de TUNEL ·Tdt-mediated dUTP Nick End Labelling·· 

Para evaluar por citometría de flujo la apoptosis de células cebadas tratadas con 

la toxina A de C. difficile, se utilizaron 1X106 células HRMC o PMC tratadas y sin 

tratar con toxina A en una concentración de 1¡Jg/ml por 4 h, de acuerdo a las 

condiciones ya establecidas. Las células se lavaron y centrifugaron para retirar la 

toxina y se incubaron por 20 h adicionales. Posteriormente las células, se lavaron 

dos veces con PBS pH 7.4 centrifugando a 300 X g por 5 min y los sobrenadantes 

se retiraron mientras que los botones conteniendo las células, se transfirieron a 

placas de 96 pozos (Falcon 3072, Becton Dickinson, NJ, USA) Y se fijaron con 

paraformaldehido al 2% por 20 min a temperatura ambiente. Después las 

muestras fijadas se lavaron con PBS pH 7.4 por centrifugación a 300 X g por 5 

min y se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.1 % diluído en citrato de sodio al 

0.1% por 2 min a 4°C lavándose posteriormente en 2 ocasiones con PBS pH 7.4 

por centrifugación a 300 X g por 5 mino Las muestras ya permeabilizadas se 

incubaron en un volumen final de 50 ¡JI conteniendo TdT buffer 5X, dATP 3nmol , 

FITC-12-dUTP 0.3 nmol y TdT 30.8 U/mL por 12h a 37°C en 5% de CO2 . La 

reacción se detuvo adicionando EDTA 0.5 M a cada muestra y se lavaron 

posteriormente por centrifugación a 300 X g por 5 min con PBS pH 7.4. 

Finalmente, la incorporación de dUTP f1uoresceinado correspondió al porcentaje 

de fluorescencia emitido por las células en apoptosis y fué medido en un citómetro 

de flujo FACScan (Bec1on Dickinson Co. Mountain View, CA, USA), el cual se 
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calibró de manera automática y se leyó de acuerdo a los siguientes parámetros: 

575 en FL 1, 597 en FL2 y 412 en FL3, utilizándose el programa de CellQuest 

(Becton Dickinson, USA) para su lectura y posterior análisis. 

VI1.9 Análisis estadístíco. 

Para la evaluación de los ensayos de liberación de TNFa y NO se utilizó la prueba 

T de Student de dos colas pareadas. Los resultados se consideraron con 

diferencias significativas para una P<O.05. Para valorar los ensayos de histamina 

y difenilamina se utilizó un análisis de varianza con interacción de tres vías. Los 

resultados se consideraron con diferencias significativas en los ensayos de 

histamina para una P<O.01 y de difenilamina para una P<O.05. 
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VIII) RESUL lADOS. 

VIII.1 Efectos citotóxicos de la toxina A en PMC, HRMC y IEC-18. 

Las alteraciones morfológicas inducidas por la toxina A de C. difficile se 

valoraron en células IEC-18, HRMC y PMC mediante microscopía de luz a 

diferentes tiempos (fig 1). Las células HRMC y IEC-18 tratadas con 11lg/ml de 

toxina A presentaron a las 4 h de exposición a la toxina pérdida de su morfología 

observándose principalmente redondeamiento (fig 1B Y O) Y en las células IEC-18 

pérdida de las uniones intercelulares. Este fenómeno no se observó en las PMC 

debido a que estas células no mostraron cambios importantes en su morfología 

(fig 1 F). Las células control se muestran en las figuras 1 A, C y E. Durante las 

siguientes 24 h (fig 2), después de iniciada la exposición a la toxina, las células 

PMC y HRMC conservaron en su gran mayoría (80-90%) integridad de la 

membrana citoplásmica con ligero aumento de tamaño en las HRMC (fig 2A) Y 

aumento en la granularidad en las PMC (fig 2C) con respecto a las células control 

(2B). Por el contrario, las células IEC-18 mostraron alteraciones en su membrana 

citoplásmica con pérdida del material citoplásmico, características de un fenómeno 

de necrosis (fig 20 Y E). A tiempos de incubación más largos (48, 72 Y 96 h) las 

HRMC mostraron vacuolización intensa y formación de células arborescentes y 

gigantes, con aparente inclusión de material celular fagocitado (fig 3C y O). Las 

células PMC mostraron únicamente reducción en su tamaño con ligera 

degranulación (fig 3A Y B). Otro parámetro para valorar la citotoxicidad celular fue 

evaluar la viabilidad celular mediante ensayos de exclusión con azul tripán, antes y 

después de la exposición a la toxina A (fig 4). La viabilidad de las células IEC-18 

no decreció en las primeras 4 h de exposición a la toxina. Sin embargo, el 

porcentaje de células viables disminuyó hasta en un 90% en las siguientes 20 h. 

En el caso de las PMC, la viabilidad no se afectó por la exposición a 

concentraciones de 0.001 a 1 Ilg/ml de toxina A en las primeras 4 h, sin embargo la 

exposición a 1 Ilg/ml de toxina A por períodos más largos de tiempo (24,48 y 72 h), 

si tuvo efecto en la viabilidad de estas células en un 17, 30 Y 60% 

respectivamente. En las células HRMC, la viabilidad se afectó con 
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concentraciones de 1IJg/ml de toxina después de 24 h de iniciada la exposición a 

ésta. Observándose una reducción de la viabilidad menor al 10% a las 4 h Y de 

hasta un 50% a las 72 h de exposición. Debido a que concentraciones mayores 

(10IJg/ml) de toxina A por 4 y 24 h afectaron la viabilidad tanto en PMC como en 

HRMC, no se utilizaron en el curso de los siguientes experimentos. 

VIII.2 Efecto de la toxina A de C. difficile en la producción de TNFa y NO. 

Para determinar los efectos de la toxina A en la producción de TNFa, las PMC de 

ratas no infectadas se incubaron con diferentes concentraciones de toxina A por 4 

h (fig 5 A). Los sobrenadantes obtenidos conteniendo TNFa se probaron en un 

ensayo de citotoxicidad utilizando la línea celular WEHI 164.13. El tratamiento de 

PMC con 0.01 o 0.1 IJg/ml de toxina A estimuló significativamente (*p<0.05) la 

liberación de TNFa de 14.4 pg/106 a 36.5 y 46 pg/1 06 células respectivamente, sin 

embargo el tratamiento con 1IJg/ml de toxina no mostró un incremento mayor que 

el obtenido con 0.1 IJg/ml de toxina. 

Para investigar los efectos de la toxina A en la producción de NO por las células 

cebadas obtenidas de ratas no infectadas, éstas se expusieron a diferentes 

concentraciones de toxina A Los resultados obtenidos se muestran en la (fig 5 B). 

Como se observa, ninguna de las concentraciones de toxina A utilizadas 

incrementaron la producción de NO por las PMC. Sin embargo, se debe notar que 

la producción constitutiva de NO por estas células en presencia de la toxina A no 

se vio afectada. 

VII 1. 3 Efecto de la toxina A en la liberación de histamina regulada por vías 

dependientes e independientes de IgE. 

Para investigar los efectos de la toxina A en la liberación de histamina por ambas 

vías, se incubaron PMC provenientes de ratas infectadas y no infectadas con N. 

brasiliensis, utilizando diferentes concentraciones de toxina A por 30 min o por 4 

h. Los resultados se observan en la fig 6. La acción directa de la toxina A no 

incrementó la liberación espontánea de histamina (2.6% ± 0.5) a ninguno de los 

tiempos probados. Sin embargo, la exposición de las PMC de ratas infectadas con 
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1 I-lg/ml de toxina A por 4 h Y posteriormente estimuladas con el antígeno de N. 

brasifiensis (fig 6A), inhibió significativamente la liberación de histamina en un 

77%, (p<0.01). Para analizar el efecto inhibitorio de la toxina A en la liberación de 

histamina por una vía independiente de IgE, las PMC de ratas no infectadas se 

incubaron con toxina A y posteriormente se trataron con 2.5 I-lM de ionóforo de 

calcio A23187 por 20 min; los resultados obtenidos indican que existe una 

inhibición significativa de la liberación de histamina (41 %, p<0.01), cuando las 

PMC se trataron con 1 I-lg/ml de toxina A por 4 h. Es de notar que el tratamiento de 

las PMC, con las diferentes concentraciones de toxina A por 30 min, no inhibió la 

liberación de histamina por ninguno de los mecanismos descritos (fig 6B). 

VII1.4 Cambios morfológicos en PMC y HRMC inducidos por la toxina A de C. 

díffícile. 

Los ensayos realizados con la técnica de "cytospot" (fig 7), nos permitieron 

observar a las células HRMC en varios estad íos apoptóticos. Las células HRMC 

sin tratamiento con la toxina A mostraron una morfología característica de células 

viables (fig 7 A), con su membrana citoplásmica íntegra y abundante granulación 

citoplásmica ligeramente basófila, además de nucleos grandes pleomórficos con 

cromatina bien distribuída y ligeramente acidófila. En contraste, se observó que las 

células tratadas con 1 I-lg/ml toxina A después de 24 h de iniciado su tratamiento 

(fig 7B), conservaron su membrana. citoplásmica íntegra, aunque presentaban 

degranulación y retracción citoplásmica, así como nucleos condensados y 

basofílicos, notándose además la aparición de células gigantes multinucleadas (fig 

7C) probablemente por fractura del núcleo o por fagocitosis de cuerpos 

apoptóticos provenientes de otras células. 

VIII.5 Microscopía Electrónica. 

Las alteraciones morfológicas presentadas por las células HRMC y PMC tratadas 

con 1 I-lg/ml de toxina A por 4 h se analizaron por microscopía electrónica de 

transmisión (TEM) y de barrido (SEM) (fig 8 Y 9). Las células HRMC y PMC sin 

tratamiento (fig 8 A Y B, fig 9 B Y C) mostraron una distribución regular de su 
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contenido granular así como de la cromatina en el núcleo, la membrana 

plasmática se observa normal y el contenido granular es claramente visible. En las 

PMC tratadas con toxina A (fig 8 C y D ) así como en las HRMC (fig 9 A Y O), se 

observó un decremento en el número de microvellosidades de la membrana y 

cambios en los gránulos electrodensos del citoplasma y núcleos picnóticos con 

condensación de la cromatina. Además, en éstas últimas se observó también 

vacuolización intensa con formación de cuerpos apoptóticos (fig 9 A Y O). Los 

cambios morfológicos observados sugieren el desarrollo de un proceso de 

apoptosis. 

VII1.6 Alteraciones del citoesqueleto asociados con la exposición a la toxina 

A en las células cebadas. 

Los cambios inducidos en el citoesqueleto de las PMC y HRMC después de la 

incubación con 1 iJg/ml de toxina por 4 h se presentan en las fig 10 Y 11. Las 

células PMC control mostraron una distribución normal de los filamentos de actina 

y tubulina (fig 10A Y C) así como las células HRMC (fig 11A Y C) En contraste, 

tanto las PMC y HRMC tratadas con 1 iJg/ml de toxina A por 4 h mostraron 

retracción citoplásmica y rearreglos en el citoesqueleto de actina (fig10B Y 11 B), 

con formación de depósitos densos en el citoplasma. El citoesqueleto de tubulina 

en las HRMC y PMC expuestas a la toxina también mostró alteraciones como 

pérdida de su distribución normal, formación de gránulos y depósitos densos 

principalmente perinucleares (fig 100 y11 O). Así mismo, cuando se sometió a las 

células epiteliales IEC-18 a tratamiento con la toxina A (1 iJg/ml por 4 h), 

observamos un desarreglo importaflte en el citoesqueleto de actina, sin la 

formación de depósitos como los observados en las células cebadas (fig 12 A Y B). 

VIII.7 Fragmentación del DNA en gel de agarosa. 

Se realizó una electroforesis en gel de agarosa con el ONA obtenido tanto de PMC 

como de HRMC tratadas con 1 iJg/ml de toxina A (fig 13 Y 14). Tanto el ONA de las 

células PMC como HRMC tratadas con toxina A mostró el patrón característico de 

escalera carril (fig 13 Y 14 carril e). Por el contrario no se encontró fragmentación 
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del DNA en las células control sin tratamiento con la toxina A carril (fig 13 Y 14 

carril B) . 

VII1.8 Porcentaje de ONA fragmentado en células cebadas expuestas a la 

toxina A. 

Se obtuvo el porcentaje de DNA fragmentado de las PMC y HRMC tratadas con 1 

IJg/ml de toxina A mediante un ensayo colorimétrico en presencia de difenilamina 

(fig 15). Las células PMC (fig 15 A) mostraron un incremento importante del 

aproximadamente 20% de fragmentación después de 24 horas de iniciado el 

tratamiento con la toxina A, siendo este incremento significativo (p<O. 01) con 

respecto al control inicial y de (p<0.05) con respecto a las células control a las 24 

horas. Las células HRMC (fig 15 B) mostraron un incremento significativo (p<0.05) 

en el porcentaje de DNA fragmentado, el cual se observó a partir de las 24 horas 

de tratamiento con la toxina A, alcanzando su máximo entre las 72 y 96 horas. 

VII1.9 Porcentaje de células cebadas en apoptosis expuestas a la toxina A. 

Para determinar el porcentaje de células HRMC y PMC que presentaron apoptosis 

en presencia de de toxina A se evaluó la incorporaron dUTPs fluoresceinados al 

DNA fragmentado mediante citometría de flujo. Los resultados mostrados en las 

figuras 16 (A Y B) Y 17 indican que las células que incorporaron los dUTPs 

fluoresceinados son aquellas que presentan un mayor grado de DNA fragmentado, 

ya que entre mayor es la concentración de fluoresceína incorporada, mayor es la 

fragmentación de DNA. En la fig 16 A observamos a las células HRMC tratadas 

por 4 h con 1 IJg/ml de toxina A y las células control. De las células tratadas con 

la toxina, el 4.1 % muestra incorporación de dUTPs fluoresceinados y solo el 

1.75% de las células control. En la figura 16 B, observamos las HRMC tratadas 

con diferentes dosis de toxina A después de 24 horas de iniciado el tratamiento 

con la toxina. En las células tratadas con 0.1 y 1 IJgl mi observamos una 

incorporación entre un 73 y un 79% de dUTPs fluoresceinados, mientras que en 

las células control observamos solamente un 2.07% de incorporación. Este efecto 

de la toxina A fue completamente neutralizado, con una concentración de 
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anticuerpo policlonal anti-toxina A (1 :50), indicando que el fenómeno de 

fragmentación de DNA es específicamente inducido por la toxina A. En la fig 17 

observamos células PMC tratadas con 1 ~g/ml de toxina A a diferentes tiempos 

de iniciado el tratamiento. El 22.5% de las células, mostraron inicialmente una 

incorporación de dUTPs fluoresceinados la cual se incrementó a las 24 horas post­

tratamiento con la toxina A hasta un 65%, notándose un aumento del 23% con 

respecto de las células control (42.45%). Estas diferencias sin embargo, no se 

hicieron evidentes a tiempos posteriores (36 y 48 horas) aunque si se observó un 

incremento de 73.3 y 82.2% en la incorporación en células tratadas y del 77.5 y 

90.1 % en células no tratadas. 
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Fig 1. Morfología normal de las células IEC-18 (A), HRMC (C), y PMC (E) por 
microscopía de luz (20X). En las figuras B, O Y F se observan tanto las PMC como las 
HRMC tratadas con 1 iJg/ml de toxina A por 4 horas. Las células IEC-18 (B) mostraron 
pérdida de sus uniones, retracción citoplásmica así como redondeamiento en más del 
95%, observándose esto último también en las HRMC (O), no observamos cambios 
morfológicos de importancia en las PMC (F). 
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Fig 2. Morfología de las células IEC18, HRMC y PMC por microscopía de luz (20X) 
después de 24 horas de exposición a 1 ~g/ml de toxina A. En (A) se observan las 
células HRMC con ligero aumento de tamaño e inicio de vacuolización. En (B) 
observamos células PMC control con escasa degranulación yen (C) observamos PMC 
tratadas con la toxina, notándose un incremento en la granulación y conservación de su 
morfología normal. En (D) y (E) se observan las células IEC18 después de 12 y 24 
horas de exposición a la toxina A notándose daño importante en la membrana celular 
sugestivo de un fenómeno de necrosis, con pérdida total de su morfología. 
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Fig 3. Células PMC y HRMC (20X) después de 48h de tratamiento con 1 ~g/ml de 
toxina A. En (A) observamos PMC control después de 48 horas de cultivo y en (B) PMC 
tratadas con la toxina, observándose disminución en su tamaño y aumento de la 
granularidad. En (C) y (O) se observan células HRMC tratadas con la toxina mostrando 
importante aumento de tamaño, arborescencias, vacuo las e inicio de procesos de 
fagocitosis. 
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Fig.4 Porcentaje de viabilidad celular. Ensayos en células PMC, 
IEC18 y HRMC tratadas con 1 ¡Jg/ml de toxina A por 4 horas. Las 
células control de las líneas celulares IEC18 y HRMC mantienen 
una viabillidad > al 95%. Las células IEC18 tratadas con la toxina A 
después de 24 h mostraron una viabilidad <20%, a diferencia de 
las HRMC tratadas que presentaron una viabilidad"" del 50% a las 
72 h post-exposición. En las PMC existe un decremento en la 
viabilidad tanto de las células control (65%) como en células 
expuestas a la toxina (40%). 
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Fig. 5 Efectos de la toxina A de C. difficile en la producción de TNFa y NO 
por PMC. (A) Efectos en la liberación de TNFa en 2.5X104 PMC tratadas con 
diferentes concentraciones de toxina A por 4 h. Se observó, un incremento 
estadísticamente significativos P<0.05, en la liberación de TNF con *0.01 y 
0.1¡Jg/ml de toxina A. (B) Los ensayos para valorar el efecto de la toxina A en 
la producción de NO por las PMC no mostraron efecto P>0.05 en la liberación 
de NO en presencia de la toxina. Los resultados mostrados son el promedio ± 
SE de cinco experimentos. 
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Fig. 6 Efecto de la toxina A de C. difficile en la liberación de histamina en 
células PMC. Los ensayos fueron realizados tratando a las PMC por 4 horas 
(A) o 30 min (B) con diferentes concentraciones de toxina A, en presencia o no 
de AgNb y/o ionóforo de calcio. Una inhibición significativa se observó en las 
células expuestas por 4 h a 1 ~g/ml de toxina en presencia de AgNb (77%) o 
de toxina más inóforo (41 %) P.<0.001. Sin embargo en las PMC expuestas por 
solo 30 min (B) no se encontró diferencia. Los resultados mostrados son el 
promedio de cinco experimentos ± SE. 



I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

Fig. 7 Cambios morfológicos observados en células HRMC tratadas con 1 flg/ml de 
toxina A, mediante la técnica de cytospot (100X). En (A) observamos la morfología 
celular normal de las células HRMC, con la membrana citoplásmica íntegra, citoplasma 
granular basófilo y nucleos grandes pleomórficos que muestran cromosomas alargados 
con la cromatina bien distribuída y ligeramente acidófila. En (B), observamos las 
mismas células después 24 h de exposición a 1 ~g/ml de toxina A, con su membrana 
citoplásmica íntegra, retracción citoplásmica, presentando los núcleos cromatina 
condensada y basófila. Así mismo se observó la formación de células gigantes (C) con 
fragmentación nuclear, formación de cuerpos apoptóticos y fagocitosis. 
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Fig 8. Cambios morfológicos de PMC inducidos por la toxina A de C. difficile 
analizados por microscopía electrónica. En (A) observamos células control y en (C) 
células tratadas con 1 ¡lg/ml de toxina por 4 horas mediante microscopía electrónica de 
transmisión (TEM); observándose en estas últimas la pérdida de sus microvellosidades, 
condensación de la cromatina y conservación de la integridad membranal. En (B) 
observamos células control y en (D) células tratadas con toxina A bajo las condiciones 
antes referidas, mediante microscopía electrónica de barrido (SEM); observándose en 
(D) importante pérdida de la organización normal de los gránulos, desorganización de la 
membrana celular, así como la posible formación de cuerpos apoptóticos. 
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Fig 9. Cambios morfológicos en HRMC inducidos por la toxina A de C. diffici/e 
analizados por microscopía electrónica. En (A) y (B) observamos células control y 
células tratadas con 1 J.!g/ml de toxina por 4 horas después de 24 h de iniciado el 
tratamiento mediante microscopía electrónica de barrido (SEM); las células tratadas (B) 
con la toxina mostraron importantes alteraciones morfológicas como redondeamiento, 
arborescencia y formación de cuerpos apoptóticos. En (C) y (D) observamos a las 
células control y tratadas de acuerdo a las condiciones antes mencionadas, 
observándose en estas últimas (D), pérdida de sus microvellosidades, condensación de 
la cromatina e importante vacuolización así como, conservación de la integridad 
membrana!. 
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Fig 10. Alteraciones sobre citoesqueleto de PMC inducidas por la toxina A de C. 
difficile (100X). En (A) y (e) se observa la distribución normal del citoesqueleto de 
actina y tubulina en células control. En (B) se observan las alteraciones causadas por 
1 Ilg/ml de toxina A por 4 horas sobre los filamentos de actina; observándose la 
formación de depósitos densos en citoplasma así como retracción membranal. En (D) 
se observan las alteraciones sobre los filamentos de tubulina, con rearreglos y 
formación de depósitos perinucleares. 

50 



I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

Fig 11. Alteraciones sobre el citoesqueleto de HRMC inducidos por la toxina A de 
C. difficile (100X). En (A ) Y (C) se observa la distribución normal del 
citoesqueleto de actina y tubulina en células control. Las células fueron 
tratadas con 1~g/ml de toxina A por 4 h. En (B) observamos retracción de 
los filamentos de actina con formación de depósitos perinucleares, en (O) 
observamos condensación citoplásmica de los filamentos de tubulina con 
formación de depósitos densos. 
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Fig 12. Efecto de la toxina A de C. difficile en el citoesqueleto de actina de células 
IEC18 (100X). (A) Distribución del citoesqueleto de actina en células control. (B) 
Alteraciones en los microfilamentos de actina en células tratadas con 1IJg/ml de 
toxina A por 4 h; observándose disrupción de las uniones celulares y ruptura de la 
membrana plasmática y desarreglo importante del citoesqueleto. 
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Fig 13. Análisis electroforético del DNA fragmentado de PMC tratadas con toxina A 
(1 ~g/ml por 4 h). Carril A, estándar de peso molecular de 123-pb. Carril B, DNA 
obtenido de PMC control. Carril C, DNA obtenido de PMC después de 24 h de 
iniciada la exposición a la toxina A. 
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A B e D 

Fig 14. Análisis electroforético de DNA fragmentado de HRMC tratadas 
con toxina A (l/lg/ml por 4 h). Carril A, estándar de peso molecular de 
123 pb. Carril B, DNA obtenido de HRMC al inicio del tratamiento con la 
toxina A. Carril C, DNA obtenido de HRMC después de 24 h de 
iniciada la exposición a la toxina A y carril D, DNA de HRMC sin 
tratamiento con la toxina. 
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Fig.15 Porcentaje de DNA fragmentado en células cebadas expuestas 
a 1¡.Jg/ml de toxina A. En .(A) observamos PMC tratadas con la toxina 
A y el incremento en el porcentaje de DNA fragmentado, con una 
diferencia significativa P<0.01 a las 18 hs y con una P< 0.05 a las 24 
hs con respecto al control. En (B) se observa el efecto de la toxina A 
en las HRMC, en las cuales se encontró una diferencia 
significativa con respecto al control desde las 24 hs con una P<0.05 y 
a las 96 hs con una P<0.01. Los resultados mostrados son el promedio 
± SE de tres experimentos. 
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Fig 16. Identificacion de células HRMC en apoptosis mediante la técnica de TUNEL. 
A. Se analizaron HRMC tratadas con 1 ¡.tg/ml de toxina A de C. difficile por 4 h, 
observándose una incorporación del 4.1 %. Las células con FITC-dUTP con o sin TdT se 
tomaron como control. B. Se analizaron HRMC tratadas con diferentes 
concentracioronnes de toxina A por 4 h (0.01,0.1 Y l¡.tg/ml) y se incubaron por 20 h post­
tratamiento. Se observó que con 0.1 y 1 ¡.tg/m1 de toxina, las células presentaron más de 
un 70% de incorporación de fluoresceina, mientras que las células tratadas con 0.01 
¡.tg/ml mostraron un 11 % deincorporación. Las HRMC tratadas con 1 ¡.tg/m1 de toxina más 
anticuerpos anti-toxina A inhibieron completamente el fenómeno. 
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Fig 17. Detección de apoptosis en células PMC mediante la técnica de TUNEL. 
Las células PMC fueron tratadas con 1 ¡.tg/ml de toxina A y se evaluó la 
incorporación de dUTPs fluoresceinados (FITC-dUTP) a diferentes tiempos. Las 
células control (FITC-dUTP + TdT) muestran valores mas bajos a las 24 h( 42 vs 
65 %) que las tratadas con toxina. No observándose diferencias 'a tiempos 
posteriores. 
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IX) DISCUSION 

En la enterocolitis experimental, la toxina A de C.difficile causa inflamación 

severa y necrosis de la pared intestinal; sin embargo, no se sabe con precisión 

como participan las células que median los procesos inflamatorios. Se ha 

demostrado, que tanto en la lámina propia como en la mucosa intestinal, se 

encuentra una amplia variedad de células inmunes incluyendo las células 

cebadas, macrófagos y polimorfonucleares las cuales participan en procesos 

inflamatorios. En el caso particular de las células cebadas, se les ha relacionado, 

con el daño inducido por la toxina A a nivel intestinal (34,36,37,39,95). 

Las células cebadas son una importante fuente de mediadores de la inflamación 

por lo que se han relacionado con las alteraciones inducidas por la toxina A de 

C.difficile (92,93,95,98). Diversos estudios (95,96,98) han demostrado en el 

modelo de asa ileal de rata, que la toxina A causa liberación de mediadores de la 

inflamación como la proteasa 11 de células cebadas, el factor activador de 

plaquetas (PAF) y leukotrienos. Así mismo, se ha reportado que pacientes con 

colitis por C.difficile presentan un incremento de la prostaglandina E2, 

prostaglandina F2, tromboxano yen el receptor de la sustancia P, observándose 

además en casos severos un incremento de leucotrieno 84 (92,103). Fármacos 

como el ketotifén (estabilizador de las células cebadas), histaminasas y 

antagonistas específicos de la sustancia P, pueden disminuir el proceso 

inflamatorio y la secreción de mediadores liberados por las células cebadas 

(94,95). Sin embargo, la activación directa de éstas células por la toxina A no se 

ha demostrado, tampoco se sabe con precisión el blanco intracelular de la toxina 

ni el efecto en la viabilidad de las células cebadas. De tal forma, es importante 

notar que aunque existen evidencias de la participación de las células cebadas en 

la enterocolitis y colitis pseudomembranosa secundarias a la acción de la toxina A, 

no existe ninguna prueba directa de las acciones de la toxina sobre estas células. 

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran por primera vez que la toxina A de 

C.difficile no es capaz de inducir por sí misma en un modelo in vitro, la liberación 

de histamina o de NO en células cebadas. Aún más, en el caso de histamina la 

toxina A inhibe su liberación hasta en un 70% tanto en sistemas dependientes 
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como independientes de IgE. Esto contrasta con los estudios realizados en el 

modelo animal (93,95,98) donde se ha observado, liberación de mediadores de la 

inflamación y degranulación de las células cebadas inducidas por esta toxina. Lo 

anterior sugiere por lo tanto, que podrian existir vías indirectas para activar a estas 

células. En ese sentido, Goyal y cols (96) han propuesto un modelo que podría 

explicar una activación indirecta de las células cebadas por la toxina. En este 

modelo, se sugiere que los enterocitos dañados por la toxina A, podrían liberar 

moléculas estimuladoras de las neuronas aferentes primarias para secretar 

substancia P y de esta forma, activar a las células cebadas de mucosa intestinal, 

produciendo degranulación y liberación de mediadores de la inflamación. Además, 

no deben descartarse otras vías de activación, ya que los factores C3a y C5a del 

complemento, el factor de crecimiento de células estaminales (SCF) y otras 

linfocinas producidas por las células vecinas, pueden activar a las células 

cebadas. Nuestros resultados apoyan la posible existencia de estas vías alternas 

de activación o al menos el requerimiento de factores liberados in vivo ya que la 

toxina no puede activar directamente in vitra, a estas células para que ocurra la 

liberación de histamina y NO. 

Sabemos que en la degranulación de las células cebadas por activación de los 

FCERI influyen el receptor de antígeno, el flujo de Ca++, la cascada de cinasas y 

las proteínas G (40). Algunas toxinas bacterianas actúan sobre las células 

cebadas. De acuerdo a lo reportado con la toxina de pertussis en un modelo 

murino (89,91), esta toxina inhibe la liberación de histamina en las células cebadas 

en un proceso dependiente de IgE, actuando principalmente sobre la fosfolipasa 

A2, que interviene con el metabolismo del ácido araquidónico y sobre las proteínas 

G produciendo una ADP-ribosilación que bloquea la capacidad de las proteínas G 

para interactuar con receptores específicos (41,89). En nuestro modelo sin 

embargo, demostramos que la toxina A inhibe la liberación de histamina en 

presencia o ausencia de antígeno y más aún en presencia del lonóforo A23187. 

En el caso de la toxina A también sabemos que actúa sobre proteínas G y en 

proteínas de unión a GTP, produciendo una monoglucosilación (31). En las 

proteínas de unión a GTP, específicamente, la toxina A actúa sobre Rac y Rho 
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que regulan el citoesqueleto celular (28,29). En las células cebadas se ha de 

demostrado que estas proteínas participan en la regulación de los procesos de 

exocitosis y secreción (107,108,109). Por lo tanto, podemos considerar que la 

inhibición en la liberación de histamina, podría ser el efecto de una alteración de 

las proteínas reguladoras de citoesqueleto, afectando los procesos de exocitosis. 

Además una alteración directa sobre las proteínas G, como en el caso de 

pertussis podría también inducir una inactivación subsecuente de las vías de 

síntesis de esta amina. 

Sin embargo, al contrario de lo ocurrido con la liberación de histamina, 

concentraciones de 0.1 ~g/ml de toxina A de C.difficile indujeron in vitro la 

secreción de TNFa en células cebadas de peritoneo. Como ya ha sido 

previamente reportado (66), existen al parecer diferentes vías de síntesis y 

posiblemente diferentes vías de activación de histamina y TNFa, hipótesis que 

apoyan nuestros resultados. Aunque en ambos casos, la activación puede ser 

mediada por antígeno o independiente de IgE, la vía de síntesis de ambas 

moléculas es diferente. El papel del TNFa en las infecciones y choque séptico ha 

sido ampliamente documentado (68,69), se ha observado que en respuesta al LPS 

se induce su secreción así como de otras citocinas. Sin embargo sun efecto no es 

solo deletereo ya que en el caso de algunos patógenos como Listeria, Klebsiela y 

Salmonela puede tener un papel para limitar la infección (69). El TNF a nivel 

intestinal causa necrosis de las células epiteliales, inhibe la motilidad gástrica 

(158) e induce una importante migración de neutrófilos hacia el sitio de la 

inflamación (69). Además la liberación de otros factores quimioatrayentes por las 

células cebadas en presencia de la toxina A son la IL-8 y la IL-6, cuya liberación 

puede ser promovida por el TNFa y la IL-1¡3. Nuestro trabajo es el primer estudio 

que demuestra que una enterotoxina bacteriana puede causar la liberación de 

TNFa por las células cebadas, hecho de importante relevancia, ya que no solo 

sabemos por estudios previos que estas células pueden modular la respuesta a 

ciertas infecciones bacterianas (69,159), regulando el reclutamiento de neutrófilos 

hacia los sitios de inflamación. Es importante notar que en contraste con otras 

células como macrófagos, las células cebadas sintetizan de novo y almacenan 
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TNFa en sus gránulos. Nuestros resultados relacionan la acción de la toxina A 

sobre la liberación del TNFa sintetizado de novo, ya que se retiró el TNFa 

preformado que se pudo liberar, al retirarse la toxina post-incubación de 4 horas 

con las células cebadas. Considerándose por lo tanto, que el curso del 

experimento (30 h) no nos permite evaluar la liberación de gránulos de TNFa post­

activación, sino del TNFa que se sintetiza y se libera de los gránulos de las 

células dañadas por la toxina. En base a todos estos antecedentes consideramos 

que, posiblemente in vivo después de la exposición a la toxina A, las células 

cebadas pueden liberar inmediatamente TNFa preformado y así participar en la 

fase temprana de la reacción inflamatoria intestinal que se observa en la colitis 

pseudomembranosa. Consideramos importante enfatizar, que el daño inducido por 

la toxina A se pudiera incrementar por la acción del TNF, ya que como 

mencionamos anteriormente las células cebadas pueden almacenarlo aunque esto 

en concentraciones mínimas ya que solo un 10% se libera en una sola activación, 

siendo una estimulación constante la que induce mayor síntesis y secreción 

El óxido nítrico es otra molécula efectora liberada por las células cebadas 

activadas (160) que se encuentra involucrada en la fisiopatogenia de la 

enterocolitis por la toxina A. Así por ejemplo, Qiu y cols (161) han demostrado que 

el NO inhibe la enterotoxicidad de la toxina en intestino de rata, sin embargo en 

nuestro modelo no encontramos estimulación de la síntesis ni efecto en la 

secreción in vitro de NO en presencia de diferentes concentraciones de toxina. 

Estos resultados pueden relacionarse con alteraciones en el metabolismo de la L­

arginina que es un precursor de la síntesis de NO en las células cebadas y que 

podría estar afectada por la toxina A. De acuerdo a nuestros resultados, sería 

importante analizar los cambios inducidos por la toxína en ésta vía metabólica en 

células cebadas. Por lo tanto consideramos que el NO pudiera provenir in vivo de 

otras células como macrófagos o células endoteliales que podrían liberarlo a nivel 

local y esta molécula actuar como mecanismo de defensa o potenciando la 

citotoxicidad provocada por el TNFa. Desconocemos cual es la fuente real de la 

molécula, pero su participación es muy importante en la producción del proceso 
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inflamatorio inducido por la toxina A de C. difficile, por lo que estudios posteriores 

para dilucidar su síntesis y secreción serían de gran utilidad. 

Aunque la capacidad in vitro de la toxina A para activar a las células mediadoras 

de la inflamación ha sido estudiada, la penetración de la toxina desde el lumen 

intestinal es aun controversial, debido al tamaño de la molécula activa 

(aproximadamente 300 kDa). Para conocer sus mecanismos de acción una 

probable explicación, es que las células epiteliales o enterocitos que entran en 

contacto por primera vez con la toxina A de C.difficile, sufren un daño muy 

importante por acción de la toxina provocándoles necrosis. El epitelio así dañado 

puede entonces permitir el paso de toxina hacia la lámina propia y a la mucosa 

intestinal, en donde las moléculas liberadas por las células dañadas y por la 

misma toxina, alteran a las células residentes. Aunque las concentraciones de 

toxina A liberadas en el lumen intestinal pueden variar y se desconocen, podemos 

pensar que una baja concentración inicial, puede ser suficiente para activar a las 

células cebadas y generar compuestos pro-inflamatorios. 

Por otro lado, consideramos que la liberación de mediadores por las células 

cebadas, involucran diferentes vías metabólicas y procesos de exocitosis que son 

modulables a diferentes concentraciones. Así, es posible que aún a bajas 

concentraciones, la toxina A de C. difficile tenga efecto sobre células cebadas. 

Dentro de este contexto, cuando se induce la liberación de mediadiores, las 

vesículas citoplásmicas se movilizan y se fusionan con la membrana celular en un 

proceso que requiere de la participación activa del citoesqueleto. Al igual que lo 

observado en otros tipos celulares (23,24,25), nuestros resultados mostraron que 

la toxina A produce en las células cebadas, daño en los microfilamentos de actina 

y tubulina,. Observamos que, una concentración de 11-1g/ml de toxina A induce 

cambios en la organización del citoesqueleto celular; aunque no sabemos, si esta 

concentración se logre en condiciones fisiológicas. Como ya se ha mencionado 

tanto la toxinas A como la B de C.difficile monoglucosilan a las proteínas de unión 

al GTP principalmente Rho y Rac (29,31). Estas proteínas en general se han 

involucrado en la regulación del citoesqueleto celular, así como en procesos de 

exocitosis, proliferación y muerte celular (105,106,107,108,109). Estos reportes 
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fortalecen lo documentado (142), que tanto en las lineas celulares Cac02, HT29, 

T84 como en las células epiteliales de colon, la toxina A puede causar 

desprendimiento de las monocapas celulares y apoptosis. Nosotros encontramos 

que secundario a las alteraciones del citoesqueleto producidas por la toxina A, las 

células cebadas presentaron alteraciones morfológicas características de 

apoptosis. La inducción de este fenómeno por productos bacterianos ha sido 

documentada en otros tipos celulares (140,141). Sin embargo, este es el primer 

estudio realizado en el cual una toxina bacteriana induce el fenómeno en células 

cebadas. Los resultados de este estudio indican que, probablemente las 

alteraciones inducidas por la toxina A en proteínas como Rho y Rac no solo 

causan daño en los mecanismos de exocitosis, sino también pueden estar 

involucradas en los mecanismos reguladores de muerte celular (104,105,106). Es 

importante mencionar, que en la fase aguda de la inflamación inducida por las 

toxinas de C.difficile podemos encontrar tanto eventos de apoptosis como de 

necrosis intestinal dependiendo de la concentración de toxina presente y del tipo 

celular afectado en epitelio. En condiciones normales los procesos de apoptosis 

en células cebadas dependen de factores de crecimiento y maduración así como 

del microambiente, principalmente IL-3, SCF, el TGF-[31 y el factor de crecimiento 

nervioso (131,132,133,134). Principalmente, este proceso es inducido por 

deprivación de factores de crecimiento. De hecho, nosotros observamos que las 

células cebadas peritoneales presentan apoptosis de forma normal al ser retiradas 

de la cavidad peritoneal y ser privadas de su medio ambiente normal. También se 

ha visto la inducción de apoptosis en estas células por activación de diversos 

genes como bcl-2, p53, c-kit y Fal/FasL (135,136,137,162). Sin embargo, en 

nuestro modelo no sabemos aún si las alteraciones inducidas por la toxina A 

probablemente involucren alteraciones, en las proteínas de citoesqueleto como 

Rho o en los genes conocidos como inductores de apoptosis en las células 

cebadas. Se sabe además, que el espectro de daño inducido por la toxina A es 

variable, existiendo como lo hemos mencionado, la posibilidad de que las células 

cebadas de mucosa intestinal puedan estar expuestas a diferentes 

concentraciones y por diferentes tiempos a la toxina, generando diferentes niveles 
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de daño intestinal. Así, otras células como macrófagos, monocitos y neutrófilos 

también se ven afectadas por la toxina, lo cual podría contribuir a un aumento en 

el daño observado, lo cual podría también explicar la existencia de casos severos 

refractarios a tratamiento. 

De acuerdo a nuestros resultados en conjunto, sugerimos que las células cebadas 

pueden participar en la reacción inflamatoria inicial liberando TNFa en respuesta a 

la toxina A. En contraste, la acción directa de la toxina A en las células cebadas no 

produce liberación de mediadores como la histamina y el NO. La disrupción del 

citoesqueleto celular causada por la toxina A podría alterar la capacidad de las 

células cebadas para secretar histamina y NO en procesos de activación 

dependientes e independientes de antígeno. En oposición a la acción necrótica de 

la toxina A en otros tipos celulares, en la células cebadas esta toxina produce 

apoptosis. La exposición prolongada a la toxina A en intestino podría disminuir la 

función y viabilidad de las células inflamatorias intestinales, alterando con esto su 

capacidad de defensa contra la infección. Finalmente todos los eventos inducidos 

por la toxina A, podrían favorecer los casos severos y prolongados de colitis 

pseudomembranosa. 

En perspectiva pensamos que existe un panorama muy amplio para poder evaluar 

los procesos metabólicos que induce la toxina A en las células cebadas. Por lo 

que, nos proponemos demostrar los procesos de internalización de la toxina y su 

acción sobre blancos celulares específicos. Consideramos además, que toda esta 

serie de procesos dentro de las células cebadas, pueden ser analizados mediante 

técnicas de biología molecular. En este sentido, se ha pensado utilizar bibliotecas 

substractivas que nos permitan analizar los genes diferencialmente expresados, 

importantes no solo en apoptosis sino en los eventos de regulación y activación de 

las células cebadas estimuladas. 
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Toxins A and B from Clostridium difficile are the main cause of antibioric-associated diarrhea and 
pseudomembraoous colitis. Tbey cause fluid accumulation, necrosis, and a strong inflammatory response when 
¡noeolatOO in intestinalloops. SiRce mast cells are a rich source of inHammatory mediators. abundant in the 
gut. and known to be involved in C. d{8icile-induced enteritis. we studied the in vitro el'ect of toxin A on isolated 
mast cells. Normal rats sensitized by ¡nrection with Nippostrongilus brasiliensis were used to iso late peritones) 
mast cells (PMC). PMC from naive rats were stimulated with caJcium ionophore A23187 as a mudel of 
antigen-independent activation, and PMC Crom sensitized rats were stimulated "ith N. brasiliensis antigens to 
study immunoglobulin E-dependent mast cell activation. After 4 h. toxin A did not induce release oC nitric oxide 
or histamine in naive PMC. However, 10 ng oftoxin per mi caused a significant release oftumor necrosis factor 
alpha (TNF-a). In contrasto 1 f.lg of toxin per mi inhibited antigen or A2J187-induced bistamine release by 
PMC. Toxio A at 1 f.lglml Cor 4 b caused disruption of actio which aggregated in the cytoplasm and around the 
nodeus. Alter 24 b, cbromatin condensation, cytoplasmic blebbing, and apoptotic-like vesides were obse"ed; 
DNA fragmentation was documented also. Tbese results suggest that mast cells may participate in the ¡nitial 
ioHammatory response to C. diJici/e inCection by releasing TNF-Q upon interaction ",ith toxin A. However, 
longer exposure to toxio A al'ects the release of inHammatory mediators. perhaps bKause of the alteration of 
the cytoskeJeton and induction of apoptosis. The impaired functions and su"h"al of mast cells by C. difficile 
toxin A rould hamper the capacit)o of these cells to counteracl the inrection, thus prolonging the pathogenic 
el'eds of C. diJicile toxins. 

Clostridium dilficile is the etiologic agent of antibiotic-asso­
ciated diarrhea and pseudomcmbranous colitis (1). Antibiotics 
and cytotoxic drugs disturb colonic flora. allowing overgrowth 
of C. difficile and production of toxins A and B. Toxin A elicits 
an acule inflammatory response. congestiono and necrosis 
when inoculated in Ihe gut (1. 14.36.44). h is chemotactic and 
induces the rclease of inflammatory mediators by rnacrophages 
and neutrophils (9. 24. 31). Some sludies suggested Ihat mast 
cells also play an important role in the pathophysiology of toxin 
A (25). Thus. toxin A administercd into ileal loops of ralS 
clicited the release of inflammatory mediators such as leuko­
triene 84. platclet-activating factor. and rat mucosal mast ceU 
protease 11 (RMCPII) (6, 26, 35). Moreover, treatment of 
animals with the antiallergy and antiinftammatory agent keto­
tifen, with the H 1 histamine antagonist iodoxamide. or with 
histaminase reduced the inflammation and secretory responses 
caused by toxin A (12. 25. 34). Ir has been proposed that toxin 
A induces the secretion of inflammatory mediators from mast 
cells either directly, or indirectly through the release of sub­
stance P, a known activator of mueosal mast cells (7. 19,29). 

Mast cclls are widely distributed in the intestinal mucosa, in 
skin and around blood and Iymphatic vessels, and in many 
other tissues and organs. They can be aetivaled to release 
inftammatory mediators via immunoglobulin E (lgE)-depen­
dent and IgE-independent mcchanisms (16). In IgE-indepen­
dent meehanisms. mast ce lis can be activated by substanecs 
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enciso@ huzón.main.conacyt.mx. 

2755 

such as calcium ionophore. compound 48/80. substance P. and 
microbial products (11. (6). Thcy can release potent mcdiators 
of inftammation and recently have been shown to playa pivotal 
role in host defense against baclerial infection (11. 28). Thc 
defenses in sepsis are -dependent on mast cells that produce 
tumor necrosis factor alpha (Th1F-a). which in tum attracts 
and activates ncutrophils 10 the site of infcelion (28). However, 
in all these studies. direcl evidence of C. difficile toxin A effect 
on mast ce lis has not been described. 

Thus. to investigate whethcr toxin A has direct effects on 
mast cclls. we anaiyzcd the influence of toxin A on the secre­
lion of histamine. TNF-a. and nitric oxide (NO) in vitro. We 
found that toxin A did not induce the release of histamine and 
NO. although it induced the release of small amounts of 
TNF-a. Moreover. exposure to large doses of toxin A inhibited 
mast cell activation induced by IgE-dependent and IgE-inde­
pendent mechanisms and also altered the mast cel! cytoskele­
ton and induced cel! dcath by apoptosis. 

!'tU TERl~ AND METIfODS 

Ra1 PMC. PerilOneal masl cc:!b (PMC) were from 250- 10 300-g mOlle Sprague­
Dawley ralS (Charles Ri"er. Canada Inc.). mainlained under Slandard lahoralOry 
c(lndilion~ wilh fo()d amI waler 3d lihitum. P~C were obtaincd by lavage of Ihe 
periloncal cavity with HEPES-hu!fcred Tyrodc's solution (HTBS) containing 
O.I'C bovine serum alhumtn and isolated in a disconlinuous gradient of stcrile 
Percoll (Pharmacia Ud .. UPP"-lla. Sweden). Purity of isolaled cells was checked 
hy staining with luluidine htue L~) and observcd under lighl microscopy. Masl 
cclls uscd in all expcrimcnt~ ~cn:: 97 10 99t.C pureo with viability of >96'1. To 
sludy Ihe IgE-dcpendent aCII\3110n uf masl cells, rals were infected wilh 3.000 
Ihird·stagc larvac of .VlppoJtronr>'lus bra.silienJis S 10 6 wcás hefore PMC isola· 
tion (2). To cvalualC aclivalion by calcium ionophore A23187 or loxin A. mast 
cells were obtained from nah.: rals. AlI protocols used for masl cell isolation 
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from anim"i, werc apprO\cd by Animal Ethics CornmiUecs from Univcrsi~ \lf 
A1berta (Ciliada), as well from the Mexican Inslitute of Social Sccurit\,. 

Rragenb. \-(ol.5·Dimeth~·lthiazol·2-yl)-2.5-diphcnyltetrazolium bromidc' (M1T), 
sulfanilamll.lc. naphthylethylcnediamine dihydrochloridc. HEPES (sodium salt). 
HJPO~, NaNo~, calcium Lonophore A2J IM7 (Calon), 2-mcrcaptoethanol.p-phen­
ylenediamine, and E-tm.ale kit (umulus amebocytc Iysate. f\)r detection of 
endoloxin) were from Sigma Chemical Ca. (SI. louis. Mo. e djificilp lorin A free 
of endotoxin. as tested .... ith the E-toxate kit. was produced and purified as 
previously describcd (ol5). ,V. brasilimsis antigcn (NbAg) was obtained according 
to the procedure of White and Pearce (47). RPMI 1640 medium was from 
Gibco-BRL (Grand IsJand, N.Y.). Fetal bovine serum was purchased from Hy­
aone (Logan, Utah), MonoclonaJ antibodies to act;n were produced and puri­
fied as described by Diaz-Barriga el al. (10). Polyclonal antibodies 10 taxin A 
were produced by immuntzation of rabbits with punfied taxin A as described 
previously (-'6), 

TNF-o: bioassay. For the TNF-a assay. 2.5 x 10" oaive PMC were mi.'l::ed ",:ith 
different concentrations of toxin A (0.001. 0.01. 0.1. and 1 ... gfml) in RPMI 1640 
supplemented with IOce FBS (RPMI-FBS) and incubaled for ol h al 37"C under 
a 5% CO~ atmosphere. Unbound toxin A was removed by centrifug,nion at 60J 
x g, and PMC were suspended in fresh RPMI-FBS. The ccll suspension was 
further incubated for 6 h al 37"C The cells were then centrifuged at 900 x g, and 
me supcmalant was tested for TNF-a cytotoxicity on WEHI 164.13 cells (13 l. As 
a control. tbe direct effect of toxin A (1 to 100 ng/ml) on WEHI 164.13 cells was 
tested and shown not to be toxic: by contrasto with 1 ... g of toxin A per mi, we 
observed evidence of toxicilV. This alteration was abolished with rabbil anliserum 
(1:50 dilution). Under th~ conditions. TNF-a-mediated toxicilV was not mod­
ified by toxin A. Antibody to toxin A did nOI alter the TNF-a-m~diated lox.icity 
of masl censo given Ihat anlibody to TNF·{]. fully blocked the toxicity againsl 
WEHI cells induced by supemalants from maSI cells folJowing toxin A slimula­
lion. Mouse recombinant lNF-a (Genzyme Co .. Cambridge. Mass,) was used as 
a standard. Test samples were assayed with concentrations of TNF-a from 0.8 to 
100 pgiml. WEHI 164.13 cells were incubated in 50 ~l of RPMI-FBS ""ith 50 ¡.¡.M 
2-mercaptocthanol for 20 h at 37"C in 5% CO~ almosphece. Yiability of cells was 
measured 3 h following addition oC 10 ",,1 of MTI (5 mgfml) per weU. lsopropa­
nol·HCI (150 J.LI) was added 10 dissolve ¡he purple formazan precipitates. The 
plate was read on a Vmax kinetic microplate reader (Molecular Devices Co .. 
Menlo Park. Calif.) at 570 nm. 

NO production. PMC from uninfecled rats (l/P cells/weJl) \liere incubated for 
4 h with ditferent concentrations \)f toxin A (OJXJI. 0.01. 0,1. and 1 j.Lgiml) in 
RPMI lb-!() withoul phenol red. After washing. they were further incubatcd for 
n h at 37"C. Cell supematants were mixed wuh an equal volume of Griess 
rcagent 1I ":é sulfanilamide, n.l ~i: S-( l-naphthyl)ethylencdiamine dihydrochlo­
fide. 2.5<,} HJPO~I and incubated for 10 min al room lemperature (20). Con­
ccntralion of NO~ - was determined by mcasuring Ihe absorbance al 540 nm with 
a Ymax kinetic microplate reader (Molecular Devices). NaNO~ was used as a 
standard. 

Hislamiae rtlea.se assay. PMC (~.5 x 10") from N. brasilimsis-infected rats 
were suspended in 100 ¡.¡.I oí HBTS containing 0.1';1 bovine serum albumin and 
incubatcd in the presence or absence 01' tox.in A (0.001. 0.01. 0.1. and 1 ... SJml) foc 
30 min or -l h at 37"C in a 5t:é ca: atmmpherc. After incubaliún. cells werc 
washed and resuspended in HBTS and challenged with 10 worm equivalents oC 
NbAg per mi fOl 20 mino lsolated PMC from uninfeclcd rats werc also treatcd 
with toxin A. A13187 (2.5 J.LM). or medium alonc under Ihe same conditions. Thc 
orupematant and cell pellets were Ihen separated by centrifugation at 3.000 x g. 
Histamine Icvcls ..... ere measured in both supematant and pellct Cractions with a 
ftuorornctric assay (ol3) ming a C)10Fluor 23511 fluorcsccnce spectromeler (Mil­
lipore eo .. Bedford, Mass.). The percenlage release of the IOlal histamine con· 
tent ..... as calculated as de~bed previously (4). and the sponlaneous release in 
the absence of toxin, A13187. or ~'bAg was subtracted to estimate specific 
histamine release. 

CeU morpbology studies. One million naive PMC were exposed 10 either I ~g 
oí tonn A per mI or vehicle and incubated Cor 4 h at 37"C in a 5% CO~ 
atmosphere; celIs were then washed. resuspended in RPMI 1640. and funher 
incubatcd roe 20 h. Subsequently, cells were fued in 2.5% glutaraldehyde for 1 h 
and poslfixed in 1 % OSO~ in cacodylate buffer (0.3 M. pH 7.2). Cells were 
gradually dehydratcd .... ith ethanol and finally embedded in Epon (18). The 
samples were thin sectioned and obscrved by transmission electron microscopy 
(TEM) with a JEOL-XlOO SX microscope (JEOL Co .. Tokyo. Japan). For 
scanning electron microscopy (SEM). after dehydralion the samples ..... ere critical 
point dried with COl and gold coaled in an ion-spullering device. Specimens 
were observed wilh a JEOL 35C scanning electron microscope. 

CytoskeletoD analysis. A total of 2.5 x lo-' nai\'c PMCwcre incubated 37"C for 
4 h with 1 ""g of taxin A per mI. Cells were fued in 3.7<,} parnformaldehyde in 
phosphate-bulfered saline (PBS; pH 7A) fm 30 min al room tcmperature, After 
washing. the cells \\'Crc permeabilized \\ith 0.1'1- Trilon X-lOO in PBS far 10 min 
at room temperature. For visualization of C}'loskdelal proteiru. monoclonal 
antibodies directed against aClin or lubulin were added lo permeabilized cclls 
and incuhated for I h al room temperature (10). Cells were washed wilh PBS and 
then ineubated wilh a ftuorescein-conjugated sheep ami-mou!.e IgG antibody 
(1:30) (Boehringer. Mannheim. Germany) for I h at room temperaluce. Finall}', 
afrer washing with PBS. cm·erslips were mounted with p-phenylenediamine in 
Geh'atol (100 ~glml; Mon!>anlo-Birchman Bend Plant. Birchman Bend. Ma.-.s.) 

I:-'FECT. "t.\IL'~. 

and analyzcd with an Olympus BH-2 fluorescence microscope (O~mpus Co .. 
Tokio. Japan). 

Analysis or DNA rragmentation. A suspcnsltm of 2 x uf' naiw PMC was 
mi:o:.:cd .... ith I j.Lg of tmjn A pc.'r mi and incubated fm.f h at 3i"C Cdls were then 
washcd with PBS (pH 7A) and resuspended in I\'!oís buffer 110 mM EOTA. 50 
mM Tris-HC1 fpH 81. 0.5"1 sodium dodecyl ~uifate) with protcinase K (500 
jJ.g.ml) and Rl'lase A (50 jJ.g.ml), Atter incubation at SOOC for 2 h. ONA was 
extracted twice wlth an equal volume of phenol-chlorofonn-isoarnyl alcohol 
(Giben Co .• Gaithcrsburg, Md.). DNA obtained in the aqueous fraClion was 
precipitated ovemighl in 0.1 volume of sodium acetale (3 M) and 2.5 volumes of 
lOOCC ethanol al -20"C Alter washing with 7O'C ethanal, DNA pellel was 
resuspended in 20 J.LI of TE huffer (40 mM Tris-Ha. 1 mM EDT Al. and 10 ~g 
of DNA was electrophoresed on a 1% agarosc gel and stained with SYBR green 
(Molecular Probes, Eugene. Oreg.). 

Statistleal analysis. The Iwo-tailed paired Sludent's 1 test ..... as used for slatis­
tical ~valuation of TNF-a. and !'JO studies. Results were considered slgoificanlly 
different when P was <0.05. For histamine release. a three-wav interaction 
\"ariance analysis was used. Results were oonsidered signiticant~· d¡fferent when 
P was <0.01 with the Scheffe test. 

RESULTS 

TIte viability of PMC trom both N. brasiliensis·infected and 
uninfected rats was not affected by exposure of up lO 4 h with 
doses of taxin A from 0.001 to I fJ.glml. However. exposure to 
I fLglml for longer periods of time (24. 48. and 72 h) decreased 
the viability of mast cells (17. 30. and 60%. respectively). 
whereas exposure to 10 fLg of toxin A per mI for 4 and 24 h 
reduced ceH viability to 12 and 26%. respectively. Accordingly, 
for studies of mediator secretion. toxin Adoses of up to 1 
fLglml and exposure for up to 4 h were used. 

Eff'eet ore. dijficile toxio A 00 TNF-a and NO production. To 
determine the etfects of toxio A 00 TNF-a production. PMC 
from uninfected rats were incubated with ditferent concentra­
tioos of toxin A for 4 h. TNF-o. in cell·free supematants was 
assessed 00 TNF·o.-sensitive WEHI cells. Treatment of PMC 
with 0.01 or 0.1 fLg of toxin A per mI stimulated (P < 0.05) 
release of TNF·(J{ (Fig. lA). from 14.4 pglWó in sham-treated 
PMC to 36.5 or 46 pg/!06 cells. respectively. 

To investigate the etfects of toxin A 00 NO production by 
mast cells from uninfected rats, we exposed PMC to differeot 
concentrations of toxin A. Toxin A did not induce NO produc· 
tion in PMC (Fig. lB) at any of the concentrations tested. 
Constitutive NO production by PMC in presence of toxin A 
was not affected (Fig. lB). 

Elreet or toxin A on histamine release rrom PMC stimulated 
by IgE- and non-lgE-dependent pathways. To investigate the 
effects of toxin A on IgE-dependent histamine release. PMC 
from N. brasiliensis-infected and uninfected rats were incu­
bated with different concentratioos of taxin (Fig. 2). Toxin A 
(4-h incubation. doses from 0.001 to I fLglml) did not stimulate 
histamine secretion from normal or N. brasiJiensis·sensitized 
mast cells above the leve! oí spontaneous retease (2.6% !: 
O.5Sé. mean!: standard error [SE]). However. exposure to 1 
j.Lg of toxin A per mi significaotly inhibited histamine release 
(77e¡{;. P < 0.01) from sensitized mast ceUs stirnulated with 
NbAg. To analyze the inhibitory effect of toxin A on IgE· 
¡ndependent histamine release, naive PMC were ineubated 
with toxin A and then treated with A23187 (2.5 ¡LM) for 20 
mino A signifieant inhibition of histamine release (41%, P < 
0.01) was observed when PMC were treated with 1 ~g of toxin 
A per mI for 4 h. However. treatment of PMC with up to 1 fLg 
of toxin A per mi for 30 min did not iohibit IgE-dependent or 
IgE·independent histamine release (data nol shown). 

Cytoskeletal ehanges associated witb toxin A treatment 00 

PMC. There were cytoskeletal changes in rat PMC after incu­
bation with l fLg of toxin A per mI for 4 h (Fig. 3). Sham­
treated PMC cultured for 4 h showed a normal distribution of 
actin filaments (Fig. 3A).ln contrasto PMC treated with 1 fLg of 
toxin A per mi for 4 h showed cytoplasm retraetion and cy-
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FIG. I (A) EtfCCl'\ of Iman A (Tú" Al no T!'IFa productinn h~ Tal PMC. 
Celb. .... erc mcuh::llcd ..... llh (tllin A fm -1 h. washed. and then cuhured for .lO 
additional o h hdnre Ihe ~upcmatant" ..... erc assayed fOf TNF-o: or ~O. Results 
are Ihe rnt:am :!: SE for fivc e'(~rimcnt~. Shown are effecls 00 TNF-o. produc. 
tion (". P < n.os by compari",m with cclh nOI treaICd with toxin A). (B) Effcct 
on NO proJuction. PMC wcrc treated undcr samc conditions as above (P > 0.05 
by comparison wilh cells nOI lTealed with torin A). 

toskeletal rearrangements with actin-containing dense deposits 
in the C)1oplasm (Fig. 3B). 

Morphological changes in PMC induced by C. diJficile toxio 
A. TEM and SEM were used to examine naive PMC treated 
with 1 fLg of toxin A per mI for 4 h (Fig. 4). Naive eells showed 
a regular distribution of granules with well-dispersed chroma­
tin in the nuclei. The plasma membrane was normal, and 
granule contents were clearly visible (Fig. 4A). However. PMC 
treated with toxin A (Fig. 4C) showed a deereased number of 
membrane microvilli. changes in electrodense granules in the 
cytoplasm. and pyknotic nuclei with condensation of nuclear 
chromatin. all features characteristic oí apoptosis. Further­
more, PMC treated with toxin A and observed with SEM (Fig. 
4D) showed morphologieal ehanges and evidence of enhaneed 
granule retease compared with untreated cells (Fig. 4B). 

DNA fragmentation. DNA from PMC treated with I fLg of 
toxin A per mi showed a characteristic ladder pattem after 
agarose eleetrophoresis (Fig. 5, lane C). DNA from sham· 
treated PMC (Fig. 5, lane B) did not show DNA fragmenta· 
tion. 

D1SCUSSION 

In experimental enterocolitis. taxin A causes inHarnmation 
and necrosis of the intestinal wal! (24, 35, 44). 80th mast cells 
and othcr leukocytes have beco implicated in the pathophysi­
ology of toxin A-induced mucosal damage. To understand the 
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mechanisms ¡nvolved. several in vivo and in v¡lro approachcs 
have heen used. For examplc. Ihe in vitro interactíon of lOxin 
A with ral pcritoneal macrophagcs induces release of interleu­
kin-I ~ and TNF-a. which aUract and activa te ncutrophils (40). 
Toxin A also causes release of RMCPII when injected in ileal 
loops of rats (6). This e/feet can be inhibited with a speeifie 
antagonist of substance P (34). suggesting that toxin A acti­
vates mast ce lis via substance P released from adjacent sensory 
neurons (30). Thus, maerophages. other leukocytes. and mast 
cells may playa role in the inflarnmation and necrosis associ­
ated with toxin A 

Although mast cells are an important source of several in­
flammatory mediators and have been implicated in toxin A-in­
duced enterocolitis. no studies about the direct action of toxin 
A on isolated mast cells have been published. Thus. our study 
showed that low doses of toxin A induce the secretion of 
TNF-a from freshlv isolated mast cells in vitro. This is to our 
knowledge. the tirs't direet report showing that a bacterial en­
terotoxin causes release of TNF-a from mast ce lis. The ability 
of toxin A lo induce release of TNF-a is not limited to mast 
cells. as both toxins A and 8 cause retease of TNF-a bv human 
monocytes (15). . 

In contrast 10 macrophages. mast cells store TNF-a in gran­
ules and can therefare release it immediately after taxin A 
activation and participate in the early phase of the inflarnma­
tal)' reaction. TNF-a is also known to cause necrosis of epi­
thelial cclls of the ¡ntestinc. as well as inhibition of gastric 
motility (42). Thus. all the above effects suggest that mast 
cell-derived TNF-a may playa role in the mucosa! damage and 
fluid accumulation observed in C. difficile-associated colitis. 

Although the in vitro ability of toxin A 10 aetivate inRam· 
malOr)f cells 5uch as neutrophils. macrophages. and mast cells 
(Ihis study) has been demonstrated. the in vivo access of the 
toxin to these cells is in dispute beca use of the large size of the 
toxin. Howcvcr. toxin A can cause detachment and apoptosis 
of enterocytes (27). In this disrupted epithelium. toxin A might 
diffuse and interaet with inftammalOry ce lis in the lamina pro­
pria. including mast eells. 

In earlier reparts. there is strong evidence that histamine is 
¡nvolved in lhe C. difficile toxin A experimental colitis in rats 
(25.35). However. our results in vitro indicate that toxin A was 
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FIG. 2. Effccl of C. dtffictle toxin A on NhAg and on A23187 induclion of 
hislamine rdease tn- PMC. The cclIs were incubated for ..t h wilh differen! 
concenlralions of lo\in A (To~) and funher stimulated .... ith :-"llAg (Ag: !Oworm 
equivalent.'>.ml) or ~31R7 (Ion: 2.5 JLM) fm 20 min. A ~ignifican! inhibilion (*. 
P < 0.(1) was oh'>Cf';ed on masl cells trealed with 1 JLg of wxin A ~r mi plus 
an!igen (77q,,) or toxin A plus A23187 (419(;). Results are ¡he mean::. SE of fivc 
experiments with duplica tes in each experiment. 
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FlG. 3, Eff~ct (lf toxin A un PMC aClin microfilament!>. {Al :"I.tast cdls Shllwcd a normal distrihution ul' acun tilamcnt .. withuut toxin A tn.:atmcnt. (8) Mast ce lis 
treated wilh I tJ.g of tuxin A per mi shu\l.ed cytoskel~tal rearrangemem~ with actin-fnrming ucmc dcptJ~lts in the ~)·tllpl.J!>m and c;'luplasm retraction. 

oot able to directly induce the secretion of histamine or NO 
from mast ceUs. This contrasts to the io vivo degranulation 
observed after injection of toxin A in intestinal loops (25), 
suggesting that histamioe is released in vivo due to indirect 
activation of mast cells. such as with substance P released by 
enteric nerves (6. 30. 34). 

Our results further document that io mast ce lis. the mech­
anisms for TNF-o: release are different from those involved in 
the rcJease of histamine. Furthermore. we found that toxin A 
inhibited antigen-dependent aod -indcpendent release of his­
tamine by mast ceUs. To release histamine. vesicles must move 
and fuse with the cell membrane. a process that requires the 
participation of the cytoskeleton. We faund that io mast ce lis. 
like in other cell types. toxio A disrupts the actin microfila­
meots; this alteration may reduce lhe capacity of mast cells to 
release hi.-.tamine contained in granules. It was recentJ}' re­
ported that C. difficile toxins A and B alter cytoskeleton by 

mooogJycosyJation of GTP-binding proteins Rho and Rae (17. 
22.23). These proteins have been shown to regulate the roJe of 
the cytoskeleton during secretion of inftamma~ory mediators in 
mast cells (33, 37. 38). However. the coneentration of toxin 
used to alter the PMC cytoskeleton was high. and it is probably 
not achievcd in vivo. Once again. degranulation of mast cells 
may oeeur in vivo by aetivation of neuronal circuits, 

NO is also an cffector rnolecule produeed by mast cells that 
couJd be involved in the pathophysiology of enterocolitis (41). 
Interestingly. NO is able to potenriate mast cell cylotoxicity 
rncdiatcd by TNF-a (5). However. toxin A did not stimulate 
NO svnthcsis bv mast ccJls al anv of the concentrations of toxio 
used: Thus. dir~ct interaetion Di" toxin A with mast ceUs in vitro 
may nol induce NO production. although this does not pre­
elude svnthesis of NO b\' mast ceIls or other eells induced 
by indi'rcct mechaoisms -such as ncuropeptides. Recently. 
Oiu et al. (39) demonstrated that NO inhibits the entero-
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FIG_ 4. TEM and SEM nfcnnlrol PMC lA and BI anJ PMC Ircalcd .... ith I J-Lg uf toxin A per mI fur 4 h te and O). TEM sho ..... ed Ibal maSl cclls exposcd 10 taxin 

A undcrwcnlloss uf rnl:mhr¡lnc microvtlli and nuckar chromalin conJ..:nsalHm le), \\'ith SEM. sorne cells ~h\)wcd sign~ ~ll.lIlcration: surface blchbing, loss of rounding 
¡¡nd normal granuk organiz:tlion. cdl mcrnhranc disorganll;¡tllln. anu changc~ in morpholugy (O). 

toxicity of toxin A on ral small intcstine: ir NO acts as a 
mechanism of defensc. this might come from cells other 
than mast cells. 

We found that prolonged exposure to taxin A caused apo­
ptosis of PMC. This is the first report on induction of apoptosis 
in mast cells caused by a bacterial toxin. The induction of 
apoptosis by bacterial products has been documented in other 
ceU types (8. 21. 32). In fact. toxin A caused apoptosis in 
human intestinal epithelial ceUs (27). The ability of toxin A 
to cause apoptosis raises the interesting possibility that Rho 
and Rac proteins may be ¡nvolved in the mechanisms regu­
lating program ceH death. We are currently studying the 
mechanisms involved in tuxin A-induced apoptusis in mast 
ceHs. 

During the acute phase of inftammation and necrosis in the 
intestinal wall caused by C. difficile toxins. mast cells are active 
and releasing mediators sueh as RMCPII. platelet-aetivating 
factor. and Jeukatriene B4 (6. 26. 35). This fioding suggests that 
toxin A-induced apaptosis may not occur at this stage. How-

ever. il cauld be that in severe cases of pseudomembranous 
colitis. mast cells in the lamina propria may be exposed lo toxin 
A al doses or times that induce apoptosis; macrophages. mono­
cytes. and neutrophils may also be alfected (14. 15. 40). This 
would impair the ability of these ceUs to counteract ¡nfeelian 
and may explain in pan why severe cases are so refractory to 
treatment and prone to recrudescence. 

Our results suggest that mast ceUs may participate in the 
initial inflammatory reaction by releasing TNF-a in response 
to lOxin A. In contrasto histamine aod NO may not participate 
when toxin A acts directly on mast cells. The disruption of the 
cytoskelelOn caused by the taxin A may alter the ability of mast 
ceUs lo secrete histamine and NO after antigen-dependent or 
-independent activation. lo oppositioo ta the necrotic action of 
toxin A in other cell types. it induces apoptosis in mast ce lis. 
Prolonged exposure to taxin A deereases function and viability 
of intestinal inflammatory ce lis. hindering their ability ta coun­
teract ¡nfeelion: this would probably favor severe and long­
lasting cases of pseudomembranous colitis. 
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FlG. 5. Analysis of DNA fragmentation of PMC treated with 1 ~g of tllxin A 
pcr mI for..J h. Ten micrograms oí DNA was separated in al"," agarose gd and 
stained wüh SYBR green. Lane A molecular weight marker profile Crom a 
1Z3-bp ladder from Gibco-BRL: lane B. DNA from PMC incubated in RPMI 
16oW-5lf- FBS for 24 h: lane C. fragmented genomic DNA from PMC trcated 
with toxin A for 24 h. 
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