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RESUMEN

Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC) es un patdgeno intestinal que causa
diarrea persistente y diarrea con sangre; principaimente en nifios de paises en
desarrollo. La adherencia y la produccién de toxinas se consideran entre los mas
importantes mecanismos de patogenicidad de ]a bacteria. Pet (Plasmid-encoded toxin)
es una toxina producida por cepas EAggEC, que ha sido involucrada en el dano al
intestino. Esta toxina posee un motivo de serina proteasa y muestra alta homologia con
la familia de proteinas autotransportadoras de clase tipo V, de la subfamilia SPATE
(“serine protease autotransporters of Enferobacteriacene”); secretadas por diferentes

bacterias patégenas.

Aunque diversos estudios han mostrado que tanto las cepas BAggEC
productoras de Pet, asi como la toxina purificada, inducen rearreglos del citoesqueleto
e inducen efecto enterotéxico y citotoxico, los procesos intracelulares involucrados no

han sido dilucidados.

En este trabajo se muestra como las moléculas de espectrina y fodrina
(espectrina no eritroide), que forman parte del citoesqueleio membranal, son
degradadas por Pet. La toxina Pet se obtuvo del sobrenadante de cultivo de la clona
HB101(pCEFN1) (Escherichin coli HB101 que lleva el plasmido pCEFNI, el cual porté el
gen pet). La proteina se purifico por precipitacion con sales y cromatografia en FPLC
(Mono 5 HR 5/5), v la secuencia de aminoacidos del extremo amino-terminal resulto

similar a la deducida del gen.

Para la caracterizacion de la actividad de Pet, sobre el esqueleto membranal de
la células, se utilizaron tanto membranas celulares aisladas como células vivas. El
efecto de Pet sobre membranas aisladas de células rojas sanguineas de carnero,

analizado por SDS-PAGE, mostré degradacién de las cadenas a- y - de la molécula de



espectrina. El efecto observado fue dosis- y tiempo-dependiente, como producto del
rompimiento de la molécula se generéd una fraccion proteica de 120 kDa. La identidad
de la molécula de espectrina, asi como la del subproducto de 120 kDa, se confirmé
mediante un ensayo de inmunotransferencia con anticuerpos especificos contra las
cadenas de a- y B-especirina. El efecto de degradacion sobre la espectrina, inducido
por Pet, se observé en eritrocitos de diferentes especies. Al evaluar la actividad de Pet
sobre membranas purificadas de células HEp-2, HeLa, CaCo y Vero, se observé
degradacion de la fodrina, el equivalente de la espectrina en células epiteliales. El
efecto de Pet sobre componentes del citoesqueleto se analizé en células vivas, los
resultados obtenidos confirmaron la degradacién de la fodrina hasta las 36 h de
incubacion. Por microscopia de fluorescencia, utilizando anticuerpos anti-fodrina
marcados con fluoresceina, se demostré que las células tratadas con toxina sufrieron
cambios en su morfologia y distribucion irregular de la fluorescencia. Ademas, se
evalué la participacion del motivo de serina proteasa en la actividad de Pet empleando
PMSF, el resultado obtenido confirmé que el sitio activo de Pet se ubica en dicho
motivo. Una mutante sitio-dirigido de Pet (cambio la serina 260 por una isoleucina) no
indujo los efectos enterotdxicos y citotdxicos observados con Pet, ésta pierde la
capacidad para degradar la espectrina y la fodrina, lo que confirma que el motivo de
serina proteasa es el sitio activo de Pet. El efecto inducido por Pet sobre componentes
del citoesqueleto de la célula y el dafio celular consecuente, sugieren una actividad
semejante al de las proteasas caspasas y calpainas, que estan relacionadas con

apoptosis, evento definido como muerte celular programada.



INTRODUCCION

Escherichia coli  (E. coli) es un microorganismo anaerobio facultativo,
predominante de la microbiota del colon humano (1). La bacteria coloniza el tracto
digestivo dentro de las primeras horas de vida y se establece una asociacién
benéfica con su hospedero. Theodore Escherich, bacteridlogo aléman, fue el
primero en aislar la bacteria a partir de heces de un infante y la llamé Bacterium coli
commune. E. coli es un microorgax:;jsmo inocuo cuando estd confinado al lumen
intestinal; su habitat natural. Sin embargo, cuando el huésped se encuentra en
estados de debilidad o inmunosupresién, o cuando la bacteria sale del tracto
gastrointestinal y coloniza otros 6rganos, pueden causar enfermedad. Es
importante sefialar que en el proceso evolutivo de E. coli, en el cual ha jugado un
papel imporiante la transfevencia horizontal de informacion genética, han surgido
clones de la bacteria que fienen la capacidad para causar un amplio espectro de
enfermedades. Las infecciones por E. coli puede ser limitadas a la superficie de las
mucosas © pueden presentarse en diferentes 6rganos y tejidos. Tres sindro
clinicos generales resultan inherentemente de la infeccion por la bacteria: (i)
infeccibn del iracto urinario, (i) septicemia/meningitis y (iii) enfermedad
diarreica. La participacion E. coli como patdgeno intestinal (1) fue reconocida hasta
la década de los afos cincuenta del siglo veinte, mas de medio siglo después de su

aislamiento e identificacién inicial.

En el manual Bergey's inciuye a este microorganismo en la familia
Enterobacteriacene, dentro del género Escherichia. Aunque E. coli es la especie tipo,
actualmente se conocen otras cuatro: E. harmannii, E. blattae, E. vulneris y E.
fergusonni (2). Mediante la técnica de hibridacion del DNA se ha demostrado que el
género Shigella esta intimamente relacionado con E. coli, pero la separacién entre

las dos especies se mantiene por razones practicas (2).



CARACTERISTICAS GENERALES

E. coli es un bacilo corto, Gram negativo, no esporulado, generalmente con
flagelos peritricos y fimbrias. Frecuentemente presenta una capsula, por lo que
algunas cepas producen colonias mucoides. Es un anaerobio facultativo, crece en
medios de cultivo simples y sintéticos, donde utiliza glicerol o glucosa como tnica
fuente de carbono y energia. Fermenta la glucosa para dar acido y gas. Los cultivos
en medio liquido de cepas lisas producen una turbiedad uniforme, mientras que
las cepas rugosas presentan un sobrenadante claro con un deposito granular de
crecimiento. Sobre medios solidos, las colonias son circulares y lisas, con borde
bien definido. Al crecer la bacteria en un medio con eritrocitos lavados se observa

la produccién de a- o B-hemolisis, relaciopadas con la produccion de hemolisinas

3}

E. coli es una especie que muestra gran diversidad antigénica, esto

g

permitido ufilizar diferentes antigenos para su tpificacion. La caracterizaci

flagelares (H). Mediante oste procedimients se pu
grupos patoégenos asociado con la generacion de enfermedad (4-7). Otros métodos
para caracterizar la bacteria son: tipificacién por fagos (8), colicinas (9), antigenos
fimbriales (F) y capsulares (K) (10).

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

A semejanza de muchos patdgenos de mucosas, E. coli, causanie de
enfermedad en el intestino, sigue una secuencia de infeccion, y sus mecanismos
basicos de patogenicidad son de tres tipos: 1) Adherencia, ésta permite que la
bacteria pueda acercarse, pegarse y colonizar el epitelio de ciertas dreas del

2



intestino; 2) Produccion de proteinas bacterianas (toxinas); éstas son liberadas una
vez que la bacteria ha colonizado el intestino. Dependiendo de las caracteristicas
de éstas, su efecto pueden ser la estimulacién de secrecion de agua y electrolitos
(enterotoxinas) o la destruccion celular (citotoxinas), entre otros; 3) Invasién, éste
mecanismo permite la reproduccion bacteriana dentro del citoplasma de las células
epiteliales del intestino, con esta propiedad Ia bacteria evade los mecanismos de
proteccion del hospedero. La participacion de cada uno de estos eventos celulares

conducen al dafio de 6rganos y/o tejidos del hospedero (1).

Los factores de virulencia que poseen las cepas de E. coli causantes de
diarrea en conjunto con su distribucién, epidemiologia y los sindromes clinicos que
ocasionan han permitido clasificarlas en la actualidad (cuadro 1) en los grupos:,
Enterotoxigénico (ETEC), enteropatogeno (EPEC), enterohemorragico (EHEC),
enteroinvasor (EIEC), y enteroagregativo (EAggEC) (11-13).

Las islas de patogenicidad (phatogenicity islands, PAls) son elementos
genéticos inestables, adquiridos por transferencia genética lateral, que coantribuyen
a la virulencia de las bacterias patogenas. Estas se asocian con genes de RNA de
transferencia o secuencias de insercion v, ademaés, contienen genes con movilidad
potencial tales como genes de trasposasa e integrasa. Diferentes islas de

patogenicidad se han identificado en los grupos de E. colf patdgenas (14).

E. coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

Las cepas ETEC elaboran al menos uno de los dos grupos de enterotoxinas:
toxina termoldbil (LT) y toxina termoestable (ST). Estas cepas fueron primero
reconocidas como causantes de enfermedad diarreica letal en cerdos recién

nacidos. Las cepas ETEC son causa frecuente de diarrea severa en lactantes en
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paises en desarrollo {15-17), asi como la causa mas comin de diarrea en individuos
de paises industrializados que viajan a zonas menos desarrolladas del mundo;

sindrome conocido como diarrea del viajero (18).

La toxina termolabil es una proteina dimerica de 86.5 kiloDaitones (kDa) de
peso molecular, compuesta por dos subunidades conocidas como A y B; la
subunidad B es un pentdmero que tiene la propiedad de unirse a las células del
epitelio intestinal a través de receptores celulares (gangliésido GM1) de superficie
(19). La subunidad A posee la actividad enzimatica y tiene como funcién inducir
una adenosin difosfato ribosilacion (ADP ribosilacion), que da lugar al incremento
en los niveles de adenosin momnofosfaio ciclico (cAMP) intracelular, en
consecuencia, la proteina cinasa A dependiente de cAMP es activada, induciéndose
la fosforilacion de canales de cloro localizados en la membrana apical de células
epiteliales. Los canales de cloro mayormente activados por LT son CFIR (20). El
resultado es la estimulacion de la secrecién de iones de cloro (CF) de las células de
las criptas e inhibiciéon de absorcion de NaCl por las células de la punta de las
vellosidades intestinales. El incremento de iones en el lumen drena agua
pasivamente a través de la via paracelular, resultando en una diarrea osmotica. Un
mecanismo alternativo, por el cual LT puede actuar, involucra Ias prostaglandinas
de las series E (PGE1 y PGEp) y el factor activador de las plaquetas. La sintesis y
liberacion de metabolitos del dcido araquidonico, tales como las prostaglandinas y
leucotrienos, también contribuyen a estimular el transporte de electrolitos y la
motilidad intestinal. Un mecanismo alternativo secundario involucra el sistema
nervioso entérico (SNE), el cual regula la motilidad intestinal v la secrecion de
iones. La serotonina y el polipéptido intestinal vasoactivo estimulan la secrecion de
las células epiteliales a través del SNE (21). Otro mecanismo que se ha descrito,
relacionado con LT, puede involucrar una respuesta inflamatoria intestinal, por

estimulacién de citocinas, que activan el sistema inmune entérico y la generacion



potencial de metabolitos del acido araquidonico, que de manera consecuente

estimulen la secrecion (22).

La enterotoxinas termoestable (ST) es un péptido de bajo peso molecular,
entre 1 a 6 kDa, no inmunogénicas, que puede ser o no solubles en metanol y como
su nombre lo sugiere, resistentes al calentamiento (23-24). ST incrementa los
niveles de guanosin monofosfato ciclico (cGMP) al estimular la enzima guanilato
ciclasa (20, 24-25). Dicha actividad tiende a estimular la secrecion de cloro y/o
inhibicién de la absorciom de cloruro de sodio, resultando en una secrecion del
tluido intestinal. La activacion de canales CFTR conduce a la secrecion de iones C-
dentro del lumen intestinal. La respuesta secretoria a ST puede también involucrar
la liberacion de fosfatidilinositol y diacilglicerol, activacién de proteina cinasa C
(PKC), elevacion de los niveles de calcio intracelular y el rearreglo de

microfilamentos como la F-actina (20).

ETEC producen proteinas fimbriadas con las cuales se adhiere a receptores
celulares especificos. Hasta la fecha, se han descrito cuando menos 15 diferentes
tipos de estos factores adhesivos, tales como los CFAs (26-27) v el Longus (28). Al
igual que las enterotoxinas, la produccién de los factores de adherencia en ETEC

estAn codificados en genes de plasmidos (26-30).

E. coli ENTEROPATOGENA (EPEC)

Cravioto y col. (31) observaron que diferentes cepas de E. colt tenian la
propiedad de adherirse a células HEp-2 en culiivo. Posteriormente, Scaletsky y col.
(32) y Nataro y col. (33) reportaron la existencia de diferentes patrones de
adherencia, definidos como: 1) Localizada, caracterizada por la formacién de

microcolonias en la superficie celular; 2} Difusa, cuando las bacterias se adhieren
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en toda la superficie celular y 3) Agregativa, en ésta Jas bacterias forman cimulos,
con apariencia de ladrillos apilados tanto en la superficie celular, como en el vidrio

de la preparacion (32-33).

Las cepas EPEC se adhieren a las células HEp-2 en cultivo en un patron de
adherencia localizado (31). La observacién de necropsias de ninos fallecidos a
consecuencia de diarrea severa, causada por estas cepas, muestra la destruccion del
epitelio del intestino delgado (34). El analisis por microscopia electrénica, de estas
lesiones, muestra como las cepas EPEC se adhieren a la membrana del enterocito
de manera intima, observandose, ademis, destruccion importante de las

vellosidades intestinales (35).

Knutton y col. {35) propusieron que la adherencia de tipo localizado de las
cepas EPEC tiene dos fases: una inicial mediada por adhesinas de tipo fimbriado,
que permiten a la bacteria acercarse a sus receptores celulares y una segunda fasc
de adherencia intima. Esta Gltima se relaciona con la destruccidn del epitelio,

pérdida de las microvellosidades y la formacion de imagenes en pedestal.

Girén y col. (36) encontraron que cuando una cepa EPEC se crecia repetidas
veces en agar sangre, ésta expresaba haces de fimbrias parecidos a los que elaboran
V. cholerae y Neisseria gonorrhoeae. La presencia de estas estructuras se relaciona con
la capacidad de cepas EPEC para adherirse en forma localizada v para causar

diarrea en voluntarios humanos (37).

Diferentes estudios sefialan que las cepas de E. coli, con adherencia de tipo
localizado, se aislan significativamente con mayor frecuencia de nifios con diarrvea

secretora aguda (15, 38-39).



El factor involucrado en la adherencia localizada es wuna estructura
fimbriada de 7 nm de didmetro, la cual tiende a agregarse y formar un haz, por lo
que se sugirio el nombre pilis formadores de haces (“bundle-forming pilus”, BFP)
(40). La codificacion genética para la produccion de estos haces esta controlada por
genes presentes en un plasmido de 60 MDa, desighado: plasmido que contiene el

factor de adherencia de EPEC (EPEC adherence factor, EAF) (37, 40).

Un grupo de 13 genes localizados en el plasmido EAF es requerido para la
expresion y ensamblaje del BFP (41-42). La expresion y ensamblaje también
requiere un elemento regulador global de patogenicidad de EPEC llamado Per o
BfpTwv, v el gen cromosomal dsbA, que codifica para una enzima que contribuye a

la formacion de puentes disulfuro (43).

Knuiton y col. (44) y Baldwin y col. (45) han sefialado que la adherencia
intima, de las cepas EPEC, da lugar a que se polimerice la actina del citoesqueleto,
como respuesta a un incremento en los niveles intracelulares de calcio v a la
activacién de PKC. El proceso de adherencia intima entre la bacteria y la
membrana de las células del epitelio intestinal, seguida de la destruccion de las
microvellosidades con alteracion del citoesqueleto en el sitio de union de la
bacteria, han sido denominados adherencia y destruccion (attaching-and-effacing,
A/E) (46-48). La composicién de la lesion A/T contiene altas concentraciones de
filamentos de actina (F-actina), fenémeno que condujo al desarroilo del ensayo de
la tincion de actina fluorescente (FAS). En este ensayo, la faloidina marcada con
isotiocianato de fluoresceina {FITC) combina especificamente a los filamentos de
actina de células epiteliales cultivadas, directamente debajo del sitio de adherencia
de las bacterias (44). En adicién a la F-actina, la composicion de la lesion A/E
incluye otros componentes del citoesqueleto tales como o-actinina, talina y la

cadena ligera de la miosina (49).



La adherencia de EPEC a las células epiteliales induce una variedad de vias
de trasduccién de sefiales en las células eucariontes. Los genes responsables para
esta actividad de sefiales de trasduccién estan codificados sobre una isla de
patogenicidad de 3.5 kb, en el cromosoma bacteriano, llamada locus de destrucciéon
del enterocito (LEE, locus of enterocyte effacement), el cual codifica para un
sistema de secrecion tipo Ul (sep y esc), para maltiples proteinas que son secretadas,
asi como para la adhesina bacteriana llamada intimina y el receptor para la misma

intimina que recibe el nombre de Tir (receptor de intimina traslocado) (50).

La fase intima de adherencia, posterior al esfacelamiento de las
microvellosidades infestinales, esti relacionada con la produccién de la intimina,
proteina de membrana externa de 94 kDa (51-53). La produccion de esta proteina
estd controlada genéticamente por el locus eze (F. coli attaching and effacing),

dentro de isla de patogenicidad LEE.

Tir, el receptor para la intimina de EPEC, es una proteina de membrana de
90 kDa (Hp 90) se expresa sobre la superficie de las células epiteliales. El gen que
codifica para esta proteina también se encuentra localizado en la isla de
patogenicidad LEE de EPEC. Después de ser sintetizada por la bacteria, Tir es
traslocada a la célula epitelial a través del sistema de secrecidn tipe 11, es necesario

que esté fosforilada en residuos de tirosina para funcionar como receptor (54).

Al menos cuatro proteinas son secretadas extracelularmente por EPEC, tres
son esenciales para el evento histologico de A/E. Las proteinas que participan en
el proceso de transduccién de sefiales, esenciales para el fenotipo A/E son : EspA
(25 kDa), EspB (38 kDa) y EspD (40 kDa) (1, 50, 54). La cuarta proteina llamada
EspC (110 kDa) muestra homologia con otras proteinas secretadas del grupo de

autotransportadoras, de tipo V, de la subfamilia SPATE (serine protease



autotransporters of Enterobacteriaceae), ésta no participa en el proceso de

transduccion de sefiales y su funcion principal no ha sido dilucidada atdn (55).

Para la expresion del locus LEE se requiere de ciertos genes presentes en ¢l
plasmido EAF, el cual tiene la informacion que codifica para la adherencia
localizada y para la produccién de haces de fimbrias en algunas cepas EPEC (47-48,
51, 53)

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

responsables del cuadro de diarrea.

E. coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)

EHEC incluye cepas de diferentes serotipos que presentan las mismas
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y patogénicas del serotipo O157:H7;
considerado como prototipo de este grupo (i1). EHEC se asocia con la
etiopatogenia de la colitis hemorrdgica y el sindrome urémico hemolitico (56). Las
cepas responsables de estos cuadros tienen la capacidad para elaborar una o mas
citotoxinas y son portadoras de un plasmido {50-70 MDa). En modelos animales
inducen distintas lesiones en la mucosa intestinal caracterizadas por el dafo de

A/E; semejante al causado por las cepas EPEC (46-48, 56).

Al igual que en EPEC, en cepas de E. colt O157:H7, esta presente la isla de
patogenicidad LEE de 35 kb, la cual confiere el fenotipo A/E. Esta isla de
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patogenicidad contiene genes que codifican para la intimina Tir, para las proteinas
secretadas EspA, EspB y EspD, y para una via de secrecién tipo [II. Se ha
identificado un locus cromosomal llamado eae, cuya expresioén es regulada por
genes presentes en el plasmido. Este locus codifica para la proteina de membrana
externa llamada intimina, la cual confiere a la bacteria 1a capacidad para adherirse
e inducir el efecto de destruccion de las microvellosidades (53, 47-48). El receptor
de la intimina es la proteina denominada Tir, semejante al enconirado en EPEC.
También, se ha identificado una serina proteasa extracelular, llamada EspP (57), la
cual esta codificada por un plasmido de EHEC O157:H?7. El gen espP consiste de un
fragmento de lectura abierto de 39,000 bp que codifica para una proteina de 1,300
aminoacidos. EspP es sintetizada como un largo precursor, el cual es procesado en
el N- y C-terminal durante la secrecion. Esta proteina puede ser agrupada dentro
de la familia de autotransportadores tipo V. La secuencia de aminoacidos deducida
del gen espP muestra homologia con varias proteinas secretadas o proteinas
expuestas en la superficie de bacterias patdgenas, en particular EspC de EPEC y la
proteasa de IgAl de Neisseria ssp. v Haemophilus influenzae. EspP estd ampliamente
distribuida en cepas EHEC de los serogrupos O157 y O26. El andlisis funcional
demuestra que EspP es una proteasa capaz de romper pepsina A y el factor de
coagulacion V humano. La degradaciéon del factor V puede contribuir a la

hemorragia de la mucosa observada en pacientes con colitis hemorragica.

Las citotoxinas que produce EHEC, por sus caracteristicas antigénicas y por
su actividad sobre cultivos celulares; reciben dos diferentes denominaciones
aceptadas en la actualidad: citotoxina semejante a la de Shiga (SLT), por la
caracteristica que tiene una de las variedades de cruzar antigénicamente con la
toxina de Shigelln dysenteriae tipo 1 y el término de verotoxina (VT), por su efecto

citotoxico sobre monocapas de células Vero.



Se conocen tres tipos antigénicos de las citotoxinas, dos de ellas afectan
especificamente a humanos, refiriéndose como VT1 o SLT-I y VI2 o SLT-II (58), y
una variedad antigénica de VT2, que afecta a animales denominada VTe o SLT-Tlv
(59). Estas toxinas tienen estructura y mecanismo de accién similar, son proteinas
compuestas por dos subunidades. La conocida como A tiene la funcién enzimatica
¥ se encuentra unida al oligdmero B, que es un pentamero que tiene como funcién
especifica: unirse a receptores presentes en la superficie celular {60-61). La
actividad especifica de estas toxinas consiste en inhibir la sintesis de proteinas a
través de interferir con la union del aminoacil +-RNA con la subunidad 60S del

ribosoma (62).

Scotland y col. (63) iniciaimente y posteriormente otros investigadores (64-
63), observaron que los genes que controlan la expresion de la citotoxina era

mediada por fagos en estado lisogénico, integrados al cromosoma bacteriano.

Diferentes serotipos de EHEC se han relacionado con la etiologia de la
diarrea esporadica en adultos, colitis hemoxrdgica, sindrome urémico hemolitico y
parpura trombocitopénica (66-69). Estos padecimientos se han observado con
mayor frecuencia en paises con climas templados como son: Estados Unidos,
Canadd, Inglaterra, Argentina, Australia y Alemania; entre otros (66-70). Los
serogrupos involucrados son diversos, encontrdndose mas frecuentemente: 026,

0111, 0121, 0145 y particularmente 0157 (66-71).

En Meéxico, Cravioto y col. (69) encontraron que este tipo de
microorganismos so6lo se relacionan con diarrea de tipo secretor, leve o moderada.
Los serogrupos identificados en este estudio, incluyen ademas de algunos de los

observados en otras partes del mundo, otros como 0119y O128.
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E. coli ENTEROINV ASORA (EIEC)

Las cepas EIEC tienen caracteristicas bioquimicas, genéticas y patogenéticas
relacionadas con las del género Shigella, agente etiologico de la disenteria bacilar. A
semejanza del género Shigells, las cepas EIEC son generalmente lisina

descarboxilasa negativas, no méviles y no fermentadores de la lactosa (72).

Estudios basados en el analisis de hibridos de una cepa de E. coli K12 con
Shigella flexneri (S. flexneri) 2a, demostraron que, por lo menos, dos regiones del
cromosoma de estas bacterias son indispensables para la virulencia: una es el locus
kep, que se relaciona con la capacidad de S. flexneri para producir
queratoconjuntivitis y otra es una regién cercana al operdn de la histidina, que

codifican para los antigenos somaticos O (73).

Para que estas bacterias invadan y se multipliguen en el interior de las
células, se requiere que posean un lipopolisacdrido liso, ya que las cepas rugosas
son incapaces de producir queratoconjuntivitis en la cornea de cobayo (Prueba de
Sereny) (74).

Diversos estudios han conciuido que, ademads de los genes cromosomales
involucrados en la virulencia de estas bacterias, son necesarios Ilocus
extracromosomales (75-76). Se ha podido establecer que un plasmido de 140 MDa
presente en las cepas de EIEC y de Shigella, es indispensable junto con los genes
cromosomales antes sefialados para conferir el fenotipo invasivo a estos

microorganismos.

En Shigella spp., cuatro distintos elementos semejantes a islas de
patogenicidad (phatogenicity islands-like, PAl-like) han sido identificados (77).

Esos incluyen el grupo de genes de naturaleza plasmidica mxi-spa, la recientemente
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descrita isla de patogenicidad SHI-2 (SHI-2 PAI), que codifica para el sistema
aerobactina de captacion de hierro, un elemento semejante a isla de patogenicidad
(PAl-like), que codifica miltiple resistencia a antibi6ticos en Shigella flexneri 2a'y la
isla de patogenicidad she (she PAI) de S. flexneri 2a (77). A semejanza de otras islas
de patogenicidad, she PAl es un locus cromosomal inestable, que se deleta
espontaneamente a una frecuencia de 10°-10%. Esta isla lleva un nfimero de genes
con funciones establecidas (putativos) en virulencia bacteriana. El gen she o pic
(“protein involved in intestinal colonization”, presente también en cromosoma de
E. coli enteroagregativa), codifica para una proteasa autotransportadora tipo V, de
la subfamilia SPATE, con actividad de mucinasa y hemaglutinina; los genes set1A y
sef1B que se encuentran sobrelapados sobre el gene she o pic, codifican las dos
subunidades de la enterotoxina ShET1; el gen sigA codifica para otra proteasa, la
cual presenta alta homologia con el gen pet (“plasmid-encoded toxin”, de origen
plasmidico en E. coli enteroagregativa), también de la subfamilia SPATE. La
proteina SigA posee actividad citopatica, que confribuye a la acumulacién de

fluidos intestinales (77).

La participacién patogénica de la toxina de Shiga, en el caso de Shigella
dysenteleriae (S. dysenteriae) tipo 1, o toxinas semejantes en el caso de S. flexneri y
EIEC, no es muy clara. Estudios histoldgicos realizados por Hale y Formal (78)
mostraron que las cepas de Shigella se establecen en las células epiteliales,
causando destruccién de la mucosa y la formacion de abscesos. Estas alteraciones
fueron atribuidas a la accién de las citotoxinas, cuya actividad especifica es la
inhibicién de la sintesis proteica (79). Sin embargo, San-Sonetti y col. (80), al
realizar estudios cinéticos de crecimiento intracelular, demostraron que cepas de E.
coli que tenian el plasmido de 140 MDa, pero que no producian la toxina semejante
a la de Shiga, presentaron un crecimiento mucho mayor que una cepa altamente

productora de esta toxina.
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Estudios epidemiol6gicos, realizados por Cravioto y col. (15, 81), muestran
que las cepas EIEC se aislan con poca frecuencia de pacientes con diarrea y se

identifican preferentemente después del sexto mes de vida.

E. coli ENTEROAGREGATIVA (EAggEC)

Las cepas EAgghiC derivan su nombre por la forma de adherencia que
presenta en células HEp-2 en cultivo (32-33). Esta adherencia se caracteriza por la
formacion de agregados bacterianos, con una apariencia de ladrillos apilados
(“stacked brick”), que se observa tanto sobre las células como en la superficie del
vidrio de la preparacion (figura 1). La adherencia agregativa estd relacionada con
la presencia de un plasmido de 65 MDa (33). Este patron de adherencia fue descrito
por Scaletsky y col. (32) y por Nataro y col. (33). Mathewson y col. (82) observaron
que cepas de E. coli que se adherian a células HEp-2, pero que no pertenecian a los
serotipos de EPEC, se asociaron con enfermedad diarreica en adultos que viajaban
a México. Estos investigadores demostraron que una de las cepas era capaz de
causar diarrea en voluntarios adultes (83). En dicho estudio estas cepas de E. coli
diarrogénicas que se adherian a células HEp-2, pero con serotipos diferentes de
EPEC, fueron nombradas “E. coli enteroaderentes”. Vial y col. (84) demostraron

que el prototipo de E. coli enteroadherente reportado por Mathewson y col.

presentaban el fenotipo agregativo.

EPIDEMIOLOGIA

El grupo EAggEC ha adquirido relevancia en los tuitimos afios por
considerdrsele responsable de cuadros de diarrea persistente (duracion de 14 o mas
dias) en nifios de diversas regiones geogréficas, principalmente de paises en
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desarrollo (12, 85-89). Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que
existe asociacion entre el aislamiento de EAggEC y la presencia de diarrea,
comparado con lo observado en individuos sanos (p<0.05). Bhan y col. (86) en un
estudio realizado en nifios de 3 afios de edad y menores, de una comunidad rural
en Anapur-Palla, al Norte de la India, reporté la asociacion entre EAggEC v
diarrea persistente. En dicho estudio se encontré que en 18/61 (30%) nifios con
diarrea, contra 20/201 (10%) de asintomaticos, se aislaron cepas EAggEC. El
mismo investigador (90), en 1989, realiz6 en Nueva Delhi un estudio sobre diarrea
persistente en nifios de 2 afios y menores, en éste encontrd en 18/92 (20%) de los

casos y en 6/92 (7%) de los controles cepas EAggEC.

Un estudio realizado en Fortaleza, Brasil (91), reportd que en nifios menores
de 5 afios con cuadros de diarrea se aislaba con mayor frecuencia cepas EAggEC

(20%} que de nifios asintomaticos (5%).

En México, Cravioto y col. (39) en un estudio realizado en el Estado de
Morelos, observaron una estrecha asociacion entre el aislamiento de cepas EAggEC

y la presencia de diarrea persistente en nifios de 2 afios 0 menos.

Otros estudios epidemiol6gicos que demuestran la asociaciéon de EAggECy
diarrea han sido realizados en paises como Bangladesh (92), India (93-95), Brasil
(96-97), Iran (98), v Venezuela (99).

Sin embargo, Huppertz y col. (100) en Wurzberg, Alemania, realizaron la
primera descripcién de casos de diarrea asociados con el aislamiento de EAggEC
en paises industrializados. Este estudio se realizé en nifios de 16 afios y menores,
‘en los cuales se aisl6 EAggEC en 16/798 (2%) de nifios con diarrea persistente,

contra ningtm aislamiento de 580 nifios asintométicos.
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El primer brote de diarrea asociado con EAggEC fue reportado en un
cunero en Nis, Serbia (101). En éste, 19 nifios fueron infectados por la bacteria,
presentando un cuadro grave de diarrea. Smith y col. (102) describieron un brote
de diarrea acuosa asociado a EAggEC, en 53 adultos, que ingirieron agua de la red
en un Centro de Conferencias en el Reino Unido. Pai y col. (103) reportaron un
brote de diarrea acuosa, que afectd a nifios y adultos, en el Sur de la India, la cual

se relacion6 con EAggEC.

En Meéxico, Eslava y col. (104) reportaron dos brotes de diarrea asociados a
la infeccion por cepas EAggEC, en nifios internados en la sala de nuiricion del
Instituto Nacional de Pediatria. Durante estos brotes 5 nifios afectados murieron a

consecuencia de la diarrea inducida por dos diferentes cepas de EAggEC.

Uno de los brotes mas severos, asociados a la infeccion por EAggEC, fue
reportado por Itoh y col. (105) en Japon. En éste, 2,697 nifios de 16 escuelas de Gifu
(Japon), se vieron afectados después del consumo de un desayuno escolar

contaminado con la bacteria.

La caracterizacion de EAggBC, mediante tipificacion serologica, no ha
resultado practica debido a que existe una gran heterogeneidad en los serotipos de
las cepas de EAggEC, algunas de éstas presentan un antigeno somatico diferente a
los que conforman el esquema de tipificacién de E. coli (O?). Las cepas que se han
logrado tipificar incluyen una gran variedad de serogrupos, de los cuales los mas
frecuentemente identificados son: 044, O111ab, Q86 y 0126 (106-107). Un serotipo
que se ha considerado de los mas comunes es 044:H18 (108). Al respecto, Smith y
col. (108) realizaron un estudio, en el que después de analizar 113 cepas con el
fenotipo de adherencia agregativa, aisladas de casos clinicos, de diversas regiones,

encontraron que todos pertenecian al mismo serotipo O44:H18. También, se ha
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encontrado en diferentes estudios (104-105) que cepas con el serotipo O2:H10

presentan el patrén de adherencia agregativa.

MANIFESTACIONES CLINICAS

Las caracteristicas clinicas de la infeccion intestinal por EAggEC muestran
una diarrea secretora acuosa con moco, fiebre en bajo grado y en ocasiones vomito
(86, 94). La presencia de sangre en heces se ha reportado en un poco mds de la
tercera parte de pécientes con diarrea asociada a EAggEC (39). Voluntarios
infectados con la cepa EAggEC 042 (O44:H18) presentaron diarrea escasa, con
moco, sin sangre ni leucocitos fecales ocultos; en este estudio se observd que todos
los voluntarios permanecieron afebriles. Durante este estudio se observd que el
periodo de incubacion de la bacteria era de 8-18 horas (109). Por otro lado, en un
estudio en Anapur-Palla, en el norte de la India (86), realizado con nifios menores
de 3 afios, se enconir6 que la duracion de la diarrea asociada con EAggBEC era de
17 dias. Recientemente, Steiner y col. (110) observaron que un porcentaje elevado
de los pacientes infectados con cepas EAgoBEC, que estudiaron, presentaban
lactoferrina fecal (un indicador sensitivo de leucocitos fecales) y niveles elevados
de IL-8 en las heces. Lo anterior sugiere que la infeccién por EAggEC puede ser

acompafiado por una forma sutil de inflamacion de la mucosa.

ESTUDIOS CON VOLUNTARICOS

Mathewson y col. (83) desafiaron voluntarios adultos por via oral con cepas
EAggEC, aisladas de un cuadro clinico, con lo cual se demostr6é que la cepa JM221
era capaz de producir diarrea. En otro estudio, Nataro y col. {111} inocularon 19

voluntarios adultos por via oral, con la cepa EAggEC 17-2, a una dosis de 101
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unidades formadoras de colonias (cfu). En este estudio se observo que s6lo uno de
los voluntarios presentaba diarrea. En otro ensayo, realizado por el mismo Nataro
y col. (109}, se inocularon cuatro grupos de 5 voluntarios adultos, con una de 4
diferentes cepas EAggEC. Los resultados de este estudio mostraron que sélo una

de las cepas, designada como JPN10 (O42), causoé diarrea en 3 de 5 adultos.

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

Para explicar el mecanismos por el cual EAggEC causa diarrea, se ha
recurrido a la observacion de pacientes infectados, se han realizado estudios con
voluntarios, se han utilizado modelos con animales y se han realizado ensayos in
vitro. Con los resultados obtenidos, se ha propuesto un modelo hipotético que
comprende tres estados (1, 112). El1, involucra la adherencia inicial de la bacteria a
la mucosa intestinal y/o a la capa de moco, a través de estructuras fimbriadas. En
la etapa II, se plantea la participacién de un proceso que incrementa la produccion
de moco, el deposito de una capa gruesa de moco en la que estd incrustada la

bacteria, formando una biopelicula. El estado

y/ o la inflamacién (sugerido por las evidencias histolégicas y moleculares), lo cual
conduce al dafio de la mucosa y a la secrecion intestinal. Aunque varios factores de
patogenicidad han sido propuestos, para explicar el dafio intestinal producido por

EAggEC, hasta el momento no existe nada concreto al respecto.

Considerando los diferentes factores de patogenicidad que se han
identificados y utilizando el modelo de 3 etapas propuesto, uno de los elementos
importantes en la patogénesis de EAggEC es la adherencia. La adherencia de tipo
agregativo ha sido asociada con un plasmido de 65 MDa (33, 84), éste codifica tanto
para un tipo de haces de fimbrias llamada AAF/1, de 2 a 3 nm de diametro (113),
como para las fimbrias AAF/II (114), que son diferente en sus caracteristicas
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antigénicas, morfoldgicas y de codificacion genética con la fimbria AAF/1. En la
cepa EAggBEC 17-2, AAF/] media la adherencia a células HEp-2, asi como
hemaglutinacion de eritrocitos humanos (113). Los genes para esta fimbria estan
organizados en dos regiones sobre el plasmido de 65 MDa, separados por un
fragmento 9 Kb de DNA (115-116). Los genes de la region 1 codifican para el
componente estructural de la fimbria, el analisis de la secuencia de nucle6tidos
sugiere que AAF/I estd relacionado con Ia familia de adhesinas Dr (115). La regién
2 codifica para un activador trascripcional de la expresion de AAF/T (AggR), éste
es miembro de la familia de proteinas Ara C, que combinan DNA (116). AAF/1 son
fimbrias formadoras de haces pero que no muestran homologia con miembros de

Ja familia de tipo 4 (116) .

Se ha observado que la fimbria AAF /11 media la adherencia de la cepa 042
a la mucosa de colon humano, en el modelo in vitro de cultivo de érganos (114).
AAF/TI mide 5 nm de didgmetro. Mutaciones en los genes AAF/Il de EAggEC
ocasiona que la bacteria no se adhiera de manera importante a la mucosa del colon.
El andlisis por hibridizacién con sondas de DNA sugiere que AAF/I y AAF/II
estin cada una presentes en s6lo una minoria de cepas EAggEC, lo que sugiere
que la colonizacion intestinal por esta bacteria puede estar mediada por mas de un

antigeno fimbrial.

Por su parte, Knutton y col. (106) atilizando el ensayo in vifro de cultivo de
organos, encontraron que las cepas EAggEC expresan cuatro tipos morfolégicos de
fimbrias {observadas por microscopia electrénica), con las que se adhieren a la
mucosa del colon humano. A diferencia de lo observado en EPEC (89), EAggEC no

se adhieren intimamente a la membrana de la célula.

Debroy y col. (117) han sugerido que una proteina de membrana externa, no

fimbriada, puede ser la responsable de la adherencia agregativa. Wai y col. (118)
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describieron una proteina de membrana externa de 38 kDa en cepas EAggEC, con
propiedades hidrofébicas, que puede estar participando en la agregacion
bacteriana y que favorece la colonizacién de grandes extensiones del epitelio

intestinal.

Se ha sugerido que la invasion celular pudiera ser otro mecanismo de
patogenicidad de algunas cepas EAggEC (119). Sin embargo, el analisis de
muestras de intestino humano no reportan que las cepas EAggFEC se internalicen
en las células, por otro lado, las evidencias clinicas que sugieren que esta bacteria

sea invasiva no estin bien fundamentadas (120).

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE LAS LESIONES
INDUCIDAS POR EAggEC

Tickoo y col. (121) demostraron que cepas EAggBC de origen humano,

administradas vivas por via oral a conejos, eran capaces de colonizar el intestinos

intestinales y cariorrexis.

Estudios realizados por Vial y col. (84) demostraron que al inocular las
cepas EAggEC 042 y 17-2 en asas ligadas de la porcion ileal de intestino de conejo
y rata, producian alteraciones histologicas semejantes a las causadas por cepas de
E. coli productoras de SLT; ensayadas en el mismo modelo. El dafio observado se
caracterizd6 por acortamiento y necrosis hemorrigica de las vellosidades
intestinales, ademas por una respuesta inflamatoria intermedia, con edema e
infiltracion de la submucosa por células mononucleares.

Tzipori y col. (122) realizaron estudios con un modelo animal en cerdos

gnotobioticos, a los cuales se les administraron las cepas EAggEC JM221 (aislada
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de un adulto con diarrea en México) y 17-2 (aislada de un nifio con diarrea en
Chile); Ios resultados obtenidos mostraron la aparicion de un cuadro diarveico e
inctuso la muerte de algunos cerdos. El examen histologico del intestino mostrod
hiperemia moderada de la porcion distal del intestino delgado y del ciego, asi
como dilatacién de las vellosidades del intestino delgado, en ausencia de una
respuesta inflamatoria, ademas de agregados bacterianos junto con una matriz

mucoide sobre el epitelio intacto.

DIAGNOSTICO

La colonizacion por EAggEC es determinada por el aislamiento de la
bacteria de las heces de pacientes y al demostrar que presenta el patrén agregativo

en el ensayo de adherencia a células HEp-2 (31-33).

Un fragmento de DNA. de 1.0 Kb (Sau3a), derivado empiricamente del

plasmido de las cepas 17-2 y 042, ha sido utilizado como sonda para la deteccién

de cepas EAggEC. 1a sonda fue desarrcllada por Braudry y col.

alta especificidad, va que hibridiza con el 89% de las cepas que fueron definidas
como EAggEC por el ensayo de adherencia a células. La secuencia de nucle6tidos
de la sonda para adherencia agregativa representa un marco de lectura abierto
criptico el cual esti adyacente al replicon del plasmido. Un ensayo de PCR
utilizando iniciadores derivados de la secuencia de la sonda para adherencia

agregativa ha mostrado sensibilidad v especificidad similar (124).
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MOBDELOS IN VITRO

Estudios con cepas EAggEC: JM221, 17-2 v O42 (JPN10), realizados por
Hicks, Nataro y col. (120, 125), en el modelo in vilro de cultivo de 6rganos, de
biopsias de yeyuno, ileon y colon obtenidos de nifios, observaron efecto citotéxico
severo sobre las células del colon. Los resultados refieren la presencia de
vacuolizacion de las vellosidades intestinales, ampliacion de la apertura de las
criptas, a formacion de grietas entre las criptas y desprendimiento de las células
epiteliales. Por otro lado, empleando células polarizadas T84 (derivadas de células
epiteliales humanas), las mismas cepas ocasionaron vacuolizacién de la membrana
apical, vacuolizacion subnuclear del citoplasma, en algunos casos separacion del
nicleo del citoplasma que lo rodea y desprendimiento de las microvellosidades

(125).

TOXINAS
Los estudios antes referidos proponen la participacién de factores toxicos,
liberados por EAggEC, causantes del dafio intestinal, por lo cual se procedié a

realizar su btisqueda de manera dirigida en las mismas bacterias.

Savarino y col. (126-127) reportaron que la cepa 17-2 elabora una toxina
termoestable de aproximadamente 10 kDa, ésta por sus caracteristicas se denomind
enterotoxina termoestable 1 de EAggEC (EAST1). El gen que codifica para esta
proteina (astA) se localiza en el plasmido de 65 kDa, previamente mencionado
(126-127). Estudios posteriores mostraron que EAST1 incrementa los niveles de
cGMP y en el modelo in viiro de camaras de Ussing se observé que produce
incremento en la corriente de corto circuito (debido a la secrecion de liquidos), que

sugiere un efecto enterotdoxico semejante al producido por la enterotoxina
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termoestable de ETEC (STa). Estudios recientes muestran que EAST1 se expresa de
igual manera por los diferentes grupos patogénicos de E. coli, asi como por cepas

no patdgenas, lo que cuestiona su participacién como factor de virulencia.

Baldwin y col. (128) observaron que el sobrenadante del cultivo de
diferentes cepa EAggEC, precipitado con sulfato de amonio, incrementaba los
niveles de calcio intracelular en células HEp-2. El factor identificado era una
proteina de 120-140 kDa que reaccionaba con anticuerpos preparados contra la
porcién carboxilo terminal (RTX) de la hemolisina alfa producida por E. coli. Los
autores propusieron que esta proteina, a semejanza a la hemolisina alfa de E. coli,
era capaz de inducir la elevaciéon del calcio intracelular libre, ocasionado por Ia
entrada de calcio extracelular, asociado con un proceso de fosforilacién proteica,
probablemente originado por la accién de cinasas calcio dependientes. Heque y
col. (129} han reportado que las cepas EAggHEC poseen actividad hemolitica por
contacto, aunque este efecto posiblemente es debido a la a-hemolisina de E. coli
(HlyA), previamente reportada por Welch y col. (130-131). Knutton y col. (106) han
observado propiedades de hemolisina alfa en algunas cepas EAggEC, cuando se
realizaron ensayos de citotoxicidad en monocapas de células HEp-2 en cultivo.
Elliot y col. (132) propusieron que cepas EAggEC produce hemolisina alfa,
apovados en observaciones realizadas en ensayos de hemolisis de eritrocitos,

sondas de DNA y anticuerpos monoclonales.

En un estudio reciente (104), se reporto la existencia de dos proteinas de aito
peso molecular (116 y 108 kDa) en los sobrenadantes de los cultivos del 40% de las
cepas EAggEC aisladas de nifios con diarrea. Al evaluar la actividad de dichos
sobrenadantes en el modelo de asa ligada de intestino de rata (133), se observé que
se presentaba acortamiento de las vellosidades intestinales, hemorragia, necrosis y

ulceracion del epitelio superior. Las alteraciones histologicas son semejantes a las



descritas previamente en otros estudios, en ios que se utilizaron cepas EAggEC

vivas.

El gene que codifica para la proteina de 108 kDa esta localizado en el mismo
plasmido de virulencia de 65-MDa. Dicho gen fue clonado y nombrado pef, el
producto proteico, a su vez, recibié la misma nominacién (Pet), por ser una toxina
codificada por pléasmido (“plasmid-encoded toxin”) (134). El peso molecular de Pet
se calculo a partir de la secuencia de la proteina que se dedujo del gen,
encontrando que es de104 kDa. El gen que codifica para la proteina de 116 kDa se
localiza en el cromosoma, tanto de las cepas EAggEC, como en las cepas de Shigella
flexneri. Este gen se nombré she o pic (135), v el peso molecular deducido de la
proteina es de 110 kDa. La proteina codificada por éste gen se ha relacionado con
Ia colonizacién al intestino, por lo que se le denominé Pic por ser una proteina
involucrada en colonizacion al intestino (“protein involved in intestinal
colonization”). Ambas proteinas (Pet y Pic) mostraron ailta homologia con las
proteinas autotransportadoras de tipo V, todas ellas incluidas dentro de la
subfamilia nombrada SPATE, por sus siglas en ingles (“serine protease
autotransporters of Enterobacteriacene”). Estas toxinas tienen como caracteristica
comin un motivo de serina proteasa y se han relacionado con las proteasas para

inmunoglobulina A de bacterias de las especies Neisseria y Haemophilus.

Las proteinas autotransportadoras (136) poseen una estructura unificada
compuesta por la secuencia lider amino-terminal, la proteina madura secretada
(dominio pasajero), que posee los dominios funcionales, incluyendo el motivo de
serina proteasa (GZ*DSGSGV) y un dominio carboxilo terminal (beta} que forma
un poro barril-§ para permitir la secrecion de la proteina pasajera. El gen pet
codifica para una protefna de 1,295 aminoacidos, con una masa molecular
predecida de 140 kDa y un punto isceléctrico de 6.71. El andlisis de la secuencia de
aminoacidos deducida de Pet (GeneBank) muestra 58% de identidad (83% de
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similaridad) con la proteina EspP de EHEC (57); 55% de identidad (70% de
similaridad) y 44% de identidad (60% de similaridad) con el producto del gen espC
de EPEC (137} y con SepA (138), la mayor proteina secretada de Shigella flexneri,
respectivamente. También, se observa homologia significativa con otros miembros
de la familia de autotransportadores considerados como factores de virulencia
bacteriana, como es el caso de SigA, She y ShMu de Shigeils, proteina que participa
en la invasion a los tejidos (77, 136, 138) y con Tsh, una hemaglutinina de cepas de

E. coli pat6genas de aves (139).

La actividad biologica de Pet y Pic evaluada en el modelo in vitro de
camaras de Ussing (140), con preparaciones de yeyuno de rata, reportd que Pet
incrementa la diferencia de potencial y la corriente de corto circuito, acompafiado
de una disminucién de la resistencia eléctrica. El estudio histopatolégico de las
muestras de intestino mostré incremento de la liberacién de moco, exfoliacién de
células y desarrollo de abscesos de las criptas. Pic, por el contrario, no indujo
alteraciones electrofisiolégicas sobre las preparaciones de intestino, sin embargo, se
ha reportado que posee actividad de mucinasa, induce resistencia al suero y posee

actividad de hemaglutinina (135).

Experimentos de infeccion con cepas EAggEC en el modelo de cultivo de
organos (120) y en el cultivo de células T84 polarizadas (125), mostraron que estas
bacterias inducen efecto vacuolizante de las vellosidades intestinales, ampliacion
de la apertura de las criptas y formacién de grietas entre ellas, asi como
desprendimiento de las células epiteliales, vacuolizacion subnuclear del citoplasma
y, en algunos casos, separacion del nacleo del citoplasma que lo rodea, ademas,
desprendimiento de las microvellosidades (120, 125). Estos efectos sobre las células
sugieren actividad citotoxica de EAggEC, de cual Pet podria ser el componente

responsable.
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Experimentos en cultivos de células HEp-2 y HT29 C1 wratadas con Pet
(141), mostraron que las proteina induce alteraciones sobre el citoesqueleto de las
células. Los efectos observados en ambas lineas celulares consistieron en: liberacién
del contacto celular focal del substrato del vidrio, redondeamiento vy
desprendimiento de las células; aunque la vialidad de las mismas se conserva. Al
emplear faloidina marcada con fluoresceina, para analizar las células tratadas con
Pet (44), se observo coniraccién del citoesqueleto y disminucion de las fibras de
estrés (141). El empleo del inhibidor especifico de serina proteasa,
tenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), mostré ausencia de los efectos citopéticos
inducidos por Pet. La participacion del motivo de serina proteasa, en la actividad
citotoxica de Pet, se corroboré al utilizar el producto de una clona a la que se
indujo una mutacién puntual en el sitio catalitico de la enzima y cambiar el residuo
de serina proteasa por isoleucina (5260I). La proteina mutada no indujo las

alteraciones celulares descritas previamente cuando se utilizé Pet.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Pet es una proteina de alto peso molecular (104 kDa), cuyo gen (pet) se
encuentra localizado en el plasmido de 656 MDa de EAggEC. Esta proteina es
elaborada por un alto porcentaje de las cepas EAggEC que se aislan de pacientes
con diarrea (133,142-143). Pet tiene actividad citotoxica sobre monocapas de células
epiteliales y sobre cultivo de érganos de intestino y colon. Por otro lado, se ha
observado que Pet se internaliza a las células (144) e induce alteraciones celulares,
incluidos cambios en la morfologia celular (alargamiento y redondeamiento),
disminucidn de las uniones intercelulares y desprendimiento de la monocapa de
células. Las alteraciones observadas en la membrana celular se caracterizan por
ampollamiento, vesiculacién, destruccién de las microvellosidades y Ia perdida de

membrana citoplasmatica. También, se ha observado que las alteraciones del
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citoesqueleto incluyen disminucién de las fibras de estrés de actina y retraccion del
citoplasma. Aunque se han descrito los efectos de Pet sobre células y tejidos, el
mecanismo especifico por el cual altera las células epiteliales no ha sido descrito
aun. En este trabajo se presentan evidencias que indican que el dafio celular
inducido por Pet podria estar relacionado con la destruccién de la espectrina y
fodrina (145-147). Ambas proteinas forman parte del esqueleto membranal (figura
2), espectrina en eritrocitos y fodrina en la mayoria de las células epiteliales, cuya
funci6én principal es dar forma y sostén a la membrana celular, ademaés de servir de
andamio, ya que estdn conectadas con la red de actina citoplasmica (148-149). Las
alteracion sobre el citoesqueleto, de las células del intestino, inducidas por Pet
podrian estar relacionadas directamente con los cuadros de diarrea ocasionados

por la infeccion con EAggEC.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad proteolitica de Pet sobre el esqueleto membranal de
diferentes células e investigar la participacion de esta serina proteasa en la

patogénesis de la diarrea producida por EAggEC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar Pet a partir del sobrenadante del cuitivo de la clona HB101(pCEFN1).

2. Determinar la secuencia amino-terminal de la toxina Pet y compararia con la
secuencia deducida del gen pet.

3. Obtener anticuerpos policlonales contra la toxina Pet, para ensayos de
neutralizacién.

4. Evaluar la actividad proteolitica de Pet sobre las proteinas de membranas
purificadas de eritrocitos y céiuias epiteiiales.

5. Caracterizar la actividad proteolitica de Pet sobre las moléculas de espectrina y
todrina.

6. Evaluar la participacion del motivo de serina proteasa en la patogénesis de Pet,
utilizando inhibidores especificos v la mutante de Pet, en dicho motivo.

7. Obtener anticuerpos policlonales contra la molécula de espectrina.

8. Evaluar la actividad de Pet sobre la molécula de fodrina en cultivo de células
vivas.

9. Analizar medianfe microscopia de fluorescencia el efecto de Pet sobre la
distribucion de fodrina de células HEp-2.
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HIPOTESIS

Pet induce rearreglos en el citoesqueleto, los cuales aiteran la membrana de
las células intestinales, dichas alteraciones probablemente estin
relacionadas con la degradacién de alguna de las proteinas que conforman

el citoesqueleto membranal.
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MATERIJIAL Y METODOS

BACTERIAS

Las caracteristicas de las cepas utilizadas utilizadas en este trabajo son las
siguientes: la cepa HB101{pCEFN1), construida por clonacién del gen pet de la cepa
EAggEC 042 (O44:H18), dentro del sitio BamHI/Kpml del plasmido pSPORTI y
expresado en E. coli HB101 (134); La cepa HB101{pCEFN2) construida al inducir
una mutacion dirigida en el gen pet para cambiar un residuo de serina por
isoleucina (S260I) y obtener una proteina mutada en el motivo de serina proteasa
(141). Las cepas bacterianas se conservaron en medio de Dorset, su pureza se¢
comprobé cultivindolas en medio de gelosa sangre y Mac Conkey y mantenidas

en agar y caldo Luria con 100 pg/ml de ampicilina.

OBTENCION DE PROTEINAS

Para la produccion de Pet y de la proteina mutante (52601), las cepas
HB101(pCEFNI) y HB101{pCEFN2) se crecieron en caldo Luria. Ambas clonas se
sembraron previamente por separado en cajas con agar Luria y del cultivo
obtenido se inocularon tubos con 5 ml de caldo Luria, que se incubaron por 4 h a
37°C (agitacion continua). De estos tubos se tomaron 100 pl y se inocularon
matraces con 100 ml de mismo medio y se incubaron durante 18 h a 37°C en
agitacion continua (150 r.p.m.). Los cultivos se centrifugaron (12,000 X g) durante
30 min. a 4°C, el paquete bacteriano se descarto y el sobrenadante se precipit6é con
sulfato de amonio, a una saturacion de 75% (470 g de sal/l). El sulfato de amonio
se adiciond al sobrenadante libre de bacterias, con agitacion suave hasta su total
disolucién, para finalmente dejar en reposo durante toda la noche a 4°C (150). Ei

precipitado se colecté por centrifugacién a 12000 X g (30 min. a 4°C).
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Posteriormente, se resuspendi¢ con solucién amortiguadora de fosfatos de sodio
0.07 M pH 8.2 (151), se colocO en membranas de dialisis para dializarse contra el
mismo amortiguador durante tres dias, haciendo dos cambios por dia (152). El
producto dializado se estabilizé con glicerol a una concentracion final del 20%

(v/v) vy se guardo en alicuotas a -20°C hasta su uso.

PURIFICACION DE PROTEINAS

El precipitado obtenido en el proceso antes descrito se fraccioné con una
solucion de fosfatos de potasio 3.5 M pH 6.8 (K1/K2) (151). Primero, se fraccion6 a
1.15 M durante 18 h. El sobrenadante, que contiene 1a proteina Pet, se obtuvo por
centrifugacion (12,000 X g durante 30 min. a 4°C). El sobrenadante (1.15 M) se
fraccion6 ahora a 1.75 M (K1/K2), durante 18 h. El precipitado (1.75 M), que
contiene Pet, se separd del sobrenadante (12,000 X g durante 30 min. a 4°C) y se
dializé contra el amortiguador de fosfatos de sodio 0.07 M pH 82 v degpusés con
0.05 M Tris-HC1 en 0.01 M EDTA.2Na a pH 8.0. Este prepecipitado {1.75 M) se

i p ; : Tiginn Ao dint e
somefi¢ a cromatografia (152-154), primero en una columna de intercambi

&’

anionico de OQ-Sepharose (Pharmacia Fine Chemical No 17-0510-01) y
posteriormente se le realiz6 cromatografia de intercambio cationico en FPLC en

una columna Mono S HR 5/5 (152-154).

La columna de Q-Sepharose tenia 1.4 cm de diametro por 57.5 cm de largo,
la velocidad de flujo se ajusto a 50 ml/h para obtener fracciones de 10 ml. Para la
columna Mono S HR 5/5, la velocidad de flujo fue de 60ml/h y las fracciones de 1
ml.

Las columnas fueron equilibradas con amortiguador 0.05 M Tris-HCl en
0.01 M EDTA.2Na a pH 8.0. Algunas proteinas fueron eluidas en el mismo
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amortiguador y las fracciones proteicas retenidas por las columnas se eluyeron

aumentando la fuerza i6nica del sistema con 0.5 M de NaCl.

Los perfiles de elucion se determinaron ufilizando una muestra de cada
fraccién que se mezclo con el reactivo de Bradford (155) para obtener una reaccion
colorida que se ley6 a 575 nm en espectrofotometro (Dynatech MR 580). Como
alternativa, las muestras se leyeron a 280 nm en un espectrofotometro Genesis 2

(Spectronic Instruments).

Las fracciones proteicas obtenidas se estabilizaron con glicerol al 20% (v/v)

y se congelaron hasta su uso.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

La concentracién de proteinas de los productos obtenidos se determing por
el método de Bradford (155), por microensayo en placa, con seroalbtimina bovina

3 AIA A EFE s o~
G a o/ it}

<

Py L] "
{fraccibn V) como estandar. La reaccién colori

espectrofotometro (Dynatech MR 580).

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON SDS

La toxina Pet purificada y la proteina mutante {(S260Y), se analizaron por
electroforesis convencional en una dimension, bajo condiciones desnaturalizantes,
en geles de poliacrilamida con 0.1% (p/v) de dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE),
en presencia de B-mercaptoetanol (152, 156). Las dimensiones del gel resolutor

{(separador) fueron de 10 cm de altura por 1.5 mm de espesor (10 X 1.5). La
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corriente aplicada al gel concentrador fue de 100 V y de 200 al gel resolutor; en

ambos casos con el amperaje variable.

El desplazamiento de las proteinas en SDS-PAGE fue comparada con
marcadores preteiiidos de peso molecular conocido (157) (Sigma Kit No. MW-5D5-
BLUE).

Para analizar los perfiles proteicos los geles fueron tefiidos con azul de
Coomassie R (Coomassie Brillant Blue R, Sigma Chemical Co., cat No B 0630) y con
nitrato de plata {Sigma Chemical Co. Kit Na AG-25, Silver stain) (152).

SECUENCIA AMINO-TERMINAL

La secuencia amino-terminal (N-terminal) de Pet se determiné por el
procedimiento de degradacion de Edman (158), en un sistema automatizado, scbre

un secuenciador de protefnas de fase gaseosa (LF 3000; Beckman Instruments),

equipado con una linea para cromatografia liquida de alta resoluciéon (Beckman
System Gold high-performance liquid chromatography, HPLC, system). El equipo
HPLC incluye una bomba modelo 126 y un detector diodo 168, fijado a 268 y 293
nm para sefial y referencia, respectivamente, La columna HPLC usada fue de
Beckman Sherogel Micro PTH (2 por 150}). Los patrones de secuenciacién Beckman

tueron usados para el anélisis.

Las muestras de proteina para su secuenciacion fueron obtenidas por SDS-
PAGE y electrotransferidas sobre membranas de polivinilideno difluoruro
(Millipore Co.), como fue descrito por Towbin y col. (159).
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CULTIVOS CELULARES

Monocapas de las lineas celulares HEp-2 y HeLa se cultivaron en medio
minimo esencial (MEM), las células CaCo se cultivaron en medio Dulbecos
modificado (DMEM)} y las células Vero se cultivaron en medio 199. Los medios
fueron suplementados con 10% (v/v} de suero fetal de ternera (inactivado a 56°C
por 30 min), 2 mM de L-glutamina, 10 mM de HEPES, 0.075% (p/v) de
bicarbonato de sodio y una mezcla de antibi6ticos (penicilina-estreptomicina a una
concentracion final de 100 U/mg/ml). Las células se crecieron en atmésfera con
90% de humedad y en presencia de una mezcla de CO202 (5%:20%; [v/v]); a
temperatura de 37°C. Previo al ensayo de citotoxicidad, la monocapa obtenida se

lav6 con PBS pH 7.4 en medio libre de suero fetal y antibidticos.

OBTENCION DE MEMBRANAS CELULARES

Se utilizaron eritrocitos de bovino, ovino, equino, caprino y ave (pollo),
obienidos por puncién venosa. La sangre se mezcié con solucion anticoagulante-
amortiguadora de Alsever’s y los eritrocitos se lavaron con PBS pH 7.2, tres veces,
a 2,000 X g a 4°C. Para el caso de las lineas celulares se emplearon monocapas de
células HEp-2, Vero, Caco y Hela, al igual que en el caso anterior, después de
lavar el medio de cultivo, se lavd en tres ocasiones con PBS. Posteriormente, las
células se desprendieron con solucién quelante de Puck’s (Puck’s, Gibco BRL),
incubandose a 37°C por 10 min. Las células desprendidas se lavaron en tres

ocasiones con PBS a 1,000 X g durante 10 min., cada vez.

Una vez cosechados los eritrocitos y las lineas celulares se resuspendieron
en solucién isoténica de amortiguador de fosfatos de sodio (310 mosM) y se
lavaron 3 veces por centrifugacion a 1,000 X g por 10 min. (160). Los paquetes de
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células obtenidos se incubaron con solucién hipoténica amortiguadora de fosfatos
de sodio (20 mosM), por 10 min., a 4°C. Las células tratadas se centrifugaron a
20,000 X g por 40 min. (4°C) para obtener las membranas celulares, que se
depositaron en el fondo del tubo, éstos se lavaron en tres ocasiones con el mismo
amortiguador y se recuperaron por centrifugacién (20 min.) en las mismas
condiciones (20,000 X g). Las membranas se resuspendieron en el mismo
amortiguador, en el minimo volumen posible. L.a concentraciéon de proteinas se

determiné por Bradford (155) y se congelaron a -70°C hasta su uso.

EFECTO DE Pet SOBRE PROTEINAS DE MEMBRANA

Las membranas de eritrocitos de carnero y de células HEp-2 se incubaron
con diferentes concentraciones tanto de Pet, asi como de la proteina mutante
(52601I). Como control se utilizé un concentrado del sobrenadante del cultivo de la
cepa de E. eoli HB101. Las mezclas de reaccién fueron preparadas en un volumen
de 100 pl, éstas contenian 10 ng de membranas de eritrocitos o 100 pg de
membranas céjulas HEp-2 con concentraciones de 0.1 a 10 pg de las proteinas. Las
preparaciones se incubaron a 37°C durante diferentes tiempos: 0,3, 6,12, 18y 24 h,
y se analizaron por SDS-PAGE a 37°C.

También, el mismo ensayo se realizé con eritrocitos de diferentes especies
animales (bovino, equino, caprino y de ave) y con diferentes lineas celulares (Hel.a,
CaCo y Vero). Muestras que contenian 10 ug de membranas de eritrocitos y 100 pg
de membras de células epiteliales fueron tratadas con 5 ug de Pet e incubadas por
24 h a 37°C. Las mezclas de reaccion se analizaron por SDS-PAGE e

inmunotransferencia para determinar el efecto inducido por Pet.
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En el mismo sistema y utilizando anticuerpos anti-Pet (IgG) de conejo, se
realizé un ensayo de neutralizacion de Pet para determinar su participacion en el
proceso de dafio a las proteinas de membranas del eritrocitos. La toxina Pet (5 pg)
fue incubada con IgG anti-Pet (5 pg) durante 3 h v después se incubo con

membranas de eritrocitos (10 ug) para formar la mezcla de reaccion.

ACTIVIDAD DE Pet SOBRE ESPECTRINA PURA

Espectrina purificada (Sigma Co, St. Louis, Mo) se utilizé para determinar y
analizar el efecto de Pet sobre la molécula. Mezclas de reaccién, preparadas en un
volumen de 20 pl, que contenian 2 ug de a- v p-espectrina y 1 pg de Pet purificada
se procesaron de la misma manera como fue descrito para las membranas

purificadas.

ANTICUERPOS POLICLONALES

Para los ensayos de inmunotransferencia se obtuvieron anticuerpos en
conejos (Nueva Zelanda) inmunizados con las cadenas de a- y B-espectrina (161).
El antigeno se obtuvo de membranas de eritrocitos de carnero que se separaron
por SDS-PAGE (6% de acrilamida). Los geles tefiidos con azul de Coomassie
permitieron identificar las bandas correspondientes a las cadenas de a- y B-
espectrina (240 y 220 kiDa). Cada una de dichas fracciones se cortd del gel y se
homogeneizaron para inocular a los conejos. El inmunégeno se administrd sin

adyuvante, cada 15 dias, en un total de 5 dosis, por via subcutanea, en el dorso.

Previo a la inmunizacion se tomaron muestras de sangre de cada uno de los

conejos para emplear estos sueros como controles negativo.
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Congcluido el proceso de inmunizacién los conejos se sangraron a blanco, la
sangre se dejo coagular durante varias horas a temperatura ambiente, se removio
el coagulo con un aplicador de madera y se permitié su contraccion durante toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente, se centrifugé a 2000 X g durante 30 min. a 4°C y se

recuperd el suero del sobrenadante.

La fraccion gamagiobulina del suero se obtuvo por precipitacion con sulfato
de amonio (150, 152), inicialmente, al 50% (p/v) de saturacion y, posteriormente, al
33% (p/v). La gamaglobulina precipitada se dializ6 contra PBS pH 7.4, a 4°C, para
eliminar el exceso de sulfato de amonio, haciendo dos cambios al dia, de cuatro
litros cada uno, por 3 dias. Las muestras se guardaron en alicuotas de 1 ml a -70°C

hasta su uso.

La especificidad de los anticuerpos obtenidos se evaluoé al utilizar
anticuerpos anti-espectrina comerciales (Sigma Chemical).

Monocapas de células HEp-2 en cultivo se desprendieron como fue
previamente descrito en el ensayo de obtencién de membranas. Las células
desprendidas se lavaron y se ajustaron a una concentracién de 3 X 10°/ml en
medio Eagle modificado Dulbecco’s (DMEM), con glucosa, pero libre de suero y
antibitticos. La suspension de célidas viables se inoculé con Pet a concentraciones
de 10, 50 y 100 pg/ml y se incubaron por 3, 6,12, 18, 24y 36ha37 °C, en ambiente
himedo y en presencia de 5% de CO: Pasados los diferentes periodos de
incubacion, las células se lavaron tres veces (15 min. cada uno) con PBS por
centrifugacién a 1,000 X g por 10 min. a 4 °C. Después del altimo lavado se eliminé

el sobrenadante y el paquete celular se trat6 con amortiguador de Leammli para
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lizar las células. La concentracion de proteinas de las muesiras se ajusté a 30 pg de
proteinas totales y se realizo SDS-PAGE.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Después de realizar Ia separacion de las proteinas de las muestras por SDS-
PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Inmunobilon-N C, Millipore
HAHY 304 FO} de acuerdo al procedimiento descrito por Towbin y col. (159). La
solucién de transferencia se prepard con 0.25% (p/v) de Trizma-base, 1.2% (p/v)
de glicina y 16.6% (v/v) de metanol. Se aplicaron 200 mA constantes a voltaje
variable, por 7 h, para geles de 10 cm de altura por 1.5 mm de espesor, y 2 h para
minigeles, bajo las mismas condiciones. Para determinar la efectividad de la
transferencia a la membrana de nitrocelulosa se traté con amido negro al 0.001%
(p/v) en 0.5% (v/v) de acido acético glacial. Una vez visualizadas las proteinas, las
membranas se lavaron con Tween-20 al 0.05% (v/v) en H:O destilada ¥

amortiguador 0.01 M Tris-HCl y 0.15 M NaCl pH 7.4 (TBS) en 0.05% (v/v) de

e et s

ween-20 {IBS-Tween). Para visualizar el efecto, las membranas se blogquearon coi
leche descremada al 5% (p/v) en TBS-Tween durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavé cinco veces (5 min. cada uno) con TBS-Tween. Después, las
membranas se incubaron con los anticuerpos de conejo anti-& y anti-§ espectrina
(Sigma Chemical Co.), a una dilucién de 102, en leche descremada al 5% en TBS-
Tween. Las membranas en presencia del anticuerpo se incubaron durante toda la
noche (12 h) a 4 °C y después se lavaron con TBS-Tween. La deteccion de la
reaccién antigeno-anticuerpo se realizé con anticuerpos anti-IgG de conejo (162),
marcados con peroxidasa (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, Md),
diluidos en leche descremada al 5% en TBS-Tween (5 x 103); se incubé una hora
con el segundo anticuerpo y se lavé con TBS-Tween. Por tdltimo, se incub6 durante
5 min. en 0.01 M Tris-HCI pH 6.8 (TB). La reaccién se visualizo al agregar H202 en
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presencia de 4-cloro-l-naftol, mostrandose bandas de un precipitado insoluble

oscuro; la reaccion se detuvo lavando con agua.

Para detectar la a-fodrina de células HEp-2 en suspension, se emplearon
anticuerpos contra a-fodrina de cerebro, producidos en conejo (anticuerpo 9095
anti-fodrina de conejo, gentilmente proporcionado por el Dr. R. Block), la
conceniracién de estos anticuerpos fue 100 ng/ml. La reaccién en este caso se
analizé con anticuerpos anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa, diluidos en
leche descremada (5%) en TBS-Tween (10+) y se visualiz6 por quimioluminiscencia
(Western-light chemiluminescent reagent, Du Pont, NEN).

ALTERACIONES CELULARES INDUCIDAS POR Pet

Las células HEp-2 se obtuvieron como fue previamente descrito. Las células
mantenidas en suspension se trataron con 5, 10, 50 y 100 pg/ml de Pet y se
incubaron durante 3, 6, 12, 18, 24 y 36 h a 37 °C. Las células tratadas (con la toxina
¥y los contioies) se procesaron como previamente descrito, s6lo que en este ensayo
se depositaron por goteo en portaobjetos y se dejaron secar a temperatura

ambiente.

En otro ensayo se emplearon monocapas de células HEp-2 con 10 pg/ml de
Pet durante 3, 6, 12,18, 24 y 36 h a 37 °C, cada una de las monocapas de células se

lavo con PBS pH 7.4 frio por tres veces.

Las preparaciones de células se fijaron con glutaraldehido (3% en PBS pH
7.4) por 10 min. y se lavaron con PBS pH 7.4, frio, tres veces. Las células se
permeabilizaron con Tritén X-100 (0.1% en PBS, pH 7.4} por 10 min. y se lavaron
con PBS pH 7.4, frio, por tres veces maés.
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Para visualizar las alteraciones inducidas por Pet sobre las células se utilizd
microscopia de fluorescencia (163). Para ésta, las preparaciones se bloquearon con
albtimina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS por 10 min. y se lavaron con PBS pH
74, frio. Las células se incubaron con los anticuerpos anti-o y anti-B espectrina
(Sigma Chemical Co.) a una dilucion de 102 o con anti-a fodrina 9095 a la misma
dilucion. Se incubaron por 1 hora, colocando las preparaciones en cdmara hameda
a 37°C, se lavaron con PBS pH 7.4, frio, por tres veces y se procedi6 a tratar con
anti-IgG de conejo (producido en cabra) marcada con fluoresceina, diluido 102
(Kirkegaard & Perry Laboratories). Las preparaciones se observaron en

microscopio de luz y de epifluorescencia (Karl Zeiss) (163).

Se realizaron, ademas, preparaciones que se tifieron con azul de Coomasie
(Sigma Chemical Co.), por 10 min. Y se destifieron con una solucion de 5%
metanol y 10% de 4cido acético para observarlas en microscopio de luz (Karl

Zeiss).



RESULTADOS

PURIFICACION Y SECUENCIA N-TERMINAL DE LA TOXINA Pet

La proteina Pet se purificé a partir del sobrenadante del cuitivo de la clona
HB101(pCEFN1), por tratamiento con sulfato de amonio y precipitacién
fraccionada (1.15-1.75 M) con amortiguador de fosfatos de potasio (K1/K2). El
precipitado a 1.75 M con K1/K2 que mostré enriguecimiento de la proteina, al ser
sometido a cromatografia en columna, en Q-Sepharosa, mostré tres picos en el
perfil de elucion (figura 3). En el primero eluy6 la toxina Pet, sin necesidad de
aumentar la fuerza iénica del sistema, observando aumento de la concentracion
(figura 4). Este producto al ser sometido a cromatografia en HPLC (Mono S HR
5/5), mostré fracciones homogéneas, la toxina se retuvo en la matriz de la columna
y se libers en el segundo pico del perfil de eliicion, al aumentar la fuerza i6nica del

sistema (figura 4).

El rendimiento final del proceso de purificacion de Pet fue de 3.14%,
obteniendose 3.3 mg de proteina (cuadro 2). Con la proteina se procedid a
identificar la secuencia N-terminal para corroborar si era coincidente con la que se
dedujo  previamente del gen (134). La  secuencia  obtenida
ANMDISKAWARDYLDLAQN, nos confirmé que era la previamente predicha a
partir de gen, por lo que se procedi6 a continuar con los ensayos de caracterizacion

de Pet.

ACTIVIDAD DE Pet SOBRE MEMBRANAS DE ERITROCITOS

La actividad de Pet sobre células se analizo inicialmente utilizando

membranas de eritrocitos. Las membranas (10 pg) se incubaron con cantidades
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crecientes de Pet (0.1 a 10 pg), en una mezcla de reaccion (100 pl) y se analizaron
por SDS-PAGE. Los resultados obtenidos mostraron degradacion de proteinas de
alto peso molecular (240 y 220 kDa). Por su movilidad electroforetica, estas
proteinas hicieron suponer que correspondian a las cadenas - y f3- de la molécula
de espectrina, respectivamente (figura 5). Durante la degradacion de la las
proteinas de 240 y 220 kDa se observé la formacién de una fraccién de 120 kDa, el
cual se incrementa en relacién al incremento de la concentracién de Pet utilizada
(figura 5). La degradacion de las proteinas de membrana de eritrocito es dosis y
tiempo dependiente, ya que a mayor tiempo de incubacion la degradacién de las

cadenas de 240 y 220 kDa fue mas aparente (figura 6).

Para conocer si las fracciones proteicas de 240 y 220 kDa, degradadas por
Petf, correspondian a las cadenas de a- y [-espectrina, se realizé un andlisis
comparativo de los patrénes electroforeticos de las membranas de eritrocitos con
espectrina purificada. Los resultados mostraron el mismo perfil electroforetico, lo
que sugeria que el blaco de Pet era la espectrina (datos no mostrados). Para
confirmar estas observaciones se utilizaron anti-espectrina en un ensayo de
inmunotransferencia. Con este resultado se pudo demostrar que las bandas de 240

n las membranas de

1]

y 220 kDa eran las cadenas de a- y B-espectrina, presentes

eritrocitos degradas por la toxina Pet (datos no mostrados).

La actividad especifica de Pet sobre las cadenas de a- y B-espectrina se
confirmo al desafiar la espectrina comercial pura con Pet, en donde nuevamente se
observé la degradacion de ambas cadenas y la formacién del subproducto de 120
kDa, previamente referido (figura 7). El empleo de anticuerpos anti-espectrina
especificos demostrd que el subproducto referido es una fraccién de la espectrina

degradada, el cual se incrementa en relacion directa a la degradacion (figura 8).
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PARTICIPACION DEL MOTIVO DE SERINA PROTEASA DE Pet
EN LA DEGRADACION DE ESPECTRINA

Pet forma parte de la subfamilia de serina proteasas autotransportadoras
(SPATE) y no se sabe si el motivo de serina proteasa puede estar implicado en el
proceso de degradacion de la espectrina. Para evaluar su participacién se utilizo6
PMSF (un inhibidor especifico del motivo de serina proteasa), el cual se incubé con
Pet, previo al ensayo de degradacion. Como también se contaba con la cepa
HB101{CEFN2), que produce la proteina mutante de Pet (S2601), en el motivo de
serina proteasa, entonces se utilizé el sobrenadante del cultivo de ésta cepa para
realizar el ensayo de degradacion de espectrina. Tanto la toxina Pet inocubada con
PMSF, como el sobrenadante de la cepa mutante HB101(CEFN2), no causaron la
degradacion de la espectrina (figura 9). El ensayo de neutralizacion de la toxina
Pet, con anticuerpos especificos obtenidos de conejo, mostrd que el subproducto de
120 kDa no se forma y que la degradacion de las cadenas de o- y B-especirina se
inhibe paicialmente. Aunque se observd la formacion de subproductos, éstos
fueron de diferente peso molecular, sugiriendo que al inhibir el sitio activo, la

actividad de Ia toxina se neutraliza (figura 9).

Para establecer el sitio de rompimiento de la espectrina, inducido por Pet, el
subproducto de 120 kDa obtenido tanto de la degradacion de la especirina
purificada, como el correspondiente de la espectrina de las membranas de
eritrocitos, se analizaron para determinar su sucuencia N-terminal. El resultado
obtenido reporté la misma secuencia de la a-espectrina madura, lo cual sugiere

que el sitio de rompimiento ocurre hacia el sitio C-terminal.
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EFECTO DE Pet SOBRE LA MEMBRANA DE CELULAS
EPITELIALES HEp-2

Para conocer si el efecto degradante inducido por Pet sobre ia espectrina se
presentaba sobre su homoélogo, la fodrina de células epiteliales, se realizaron
ensayos con membranas de diferentes lineas de células epiteliales. En un primer
ensayo se utilizaron células HEp-2, en éste se observo que la toxina Pet al igual que
lo observado con las membranas de eritrocitos degradaba proteinas de 240 y 220
kDa, que a su vez corresponden a las cadenas a- y - de la fodrina (figura 10). Para
corroborar que el efecto de degradacion era especifico de Pet, se utilizo el
sobrenadante del cultivo bacteriano de la cepa HB101 (control negativo),
concentrado con sulfato de amonio. El tratamiento de las membranas de células
HEp-2 con éste no ocacioné alteracion en el perfil electroforetico, confirmando la

actividad degradante de Pet sobre la fodrina (figura 10).

La actividad de Pet sobre la especirina/fodrina es universal. Lo anterior se
demostré al ensayar membranas de eritrocitos de diferentes especies (bovino,
equino, caprino y ave), asi como Jas correspondientes de diferentes células
epiteliales (HeLa, CaCo y Vero). Los resultados obtenidos al respecto mostraron la
capacidad de Pet de degradar las cadenas o-y B- de la espectrina de los diferentes

eritrocitos y células epiteliales (figura 11).

ACTIVIDAD DE Pet SOBRE CELULAS EPITELIALES VIABLES EN
SUSPENSION

Con los ensayos previos se pudo demostrar la actividad degradante de Pet
sobre la especirina y fodrina, sin embargo, con estos resultados no es posible

evaluar la actividad de la toxina en la célula integra. Para conocer si el efecto toxico
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asociado a Pet, en células cultivadas, se relaciona con la degradacion de fodrina.
Células HEp-2 en suspension se desafiaron con diferentes concentraciones de Pety
a diferentes tiempos. Para visualizar el efecto se utilizaron anticuerpos policlonales
preparados en conejo contra la fodrina de células de cerebro. Utilizando
inmunotransferencia del lizado de las células tratadas con Pet, se observé que las
fracciones correspondientes a la a-fodrina empiezan a desaparecer a las 18 h de
incubacion (figura 12A) y la degradacién de ambas, a-fodrina y otra proteina de
220 kDa (B-) se hace completa a las 36 h (figura 12B). Con el ensayo realizado no
fue posible observar productos de degradacién especificos, sin embargo, una
fraccién de aproximadamente 83 kDa se fue incrementando en relaciéon al tiempo
de incubacion (figura 12B). Como en todos los ensayos realizados, en éste se
observé que el efecto de Pet sobre la fodrina es concentracion y tiempo
dependientes. Por el tiempo que se requiere para la degradacién de la fodrina, se

puede considerar que Pet requiere ser internalizada.

ALTERACIONES INDUCIDAS POR Pet SOBRE LA MEMBRANA

Células HEp-2 en suspension, fratadas con la toxina Pet y tefiidas con azul
de Coomassie, al observarse por microscopia de luz mostraron alteraciones de la
membrana celular, que ocasionaba deformacion de las células (figura 13B). El
efecto observado se pudo atribuir a Pet, ya que células no tratadas (figura 13A) y
otras tratadas con la proteina Pet mutada (S260I) (figura 13C) no presentaron

alteraciones morfoldgicas, manteniendose su forma.

Células HEp-2 tratadas con Pet y analizadas con anticuerpos anti-espectrina
fluorescentes, mostraron, ademds de la deformacién de las células, una
distribucion irregular de la fluorescencia, lo que hace suponer que la fodrina se
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encuentra fragmentada (figura 13E). Cuando las células HEp-2 se trataron con el
sobrenadante de la mutante de Pet (5260]), las células no sufrieron alteraciones,

observadose como las células control (figura 13D y 13F).

Al igual que en los ensayos con membranas, el efecto de Pet sobre la fodrina
de células en suspension es dosis y tiempo dependiente. La incubacion con Pet
durante 36 h ocasiona cambios en la morfologia celular, que confirma la
fragmentacion de la fodrina (figuras 14B-14D, 14F-14H). Cultivos de células
incubadas durante el mismo lapso de 36 h presentan distribucién homogénea de la
fluorescencia, lo que confirma que Pet es responsable del dafio a las células
tratadas con la toxina (figuras 14A y 14E).

Para definir el tipo de alteracion que ocaciona Pet sobre la fodrina de células
HEp-2 en monocapa, éstas se incubaron con 10 pg/ml y se observaron al
microscopio. Las principales alteraciones se presentaron en las uniones celulares a
partir de las 6 h de incubacion, observiandose hasta las 18 horas (figura 15). La
tincién con anticuerpos anti-fodrina mostré como la red de fodrina tiende a
hacerse més laxa en las céhuilas tratadas. La liberacién de contactos celulares focales
del substrato de vidrio se observé a partir de las 12 h de incubacién, mostrando
alargamiento y desprendimiento celular del vidrio. A las 24 h de incubacién con la
toxina, la red de fodrina en las células tratadas se observé menos conservada y el
citoplasma se mostré colapsado (figura 16). Las células tienden a hacerse mas
redondas y de mayor tamaiio a las 36 h de incubacién con Pet, el citoplasma se
observa en general mds distendido y la red de fodrina se observa laxa y

discontinua, comparado con lo observado en las células control (figura 17).

Se estudio la viabilidad de las células (cuadro 3), en ésta se observé que las
células tratadas con la toxina a tiempos cortos y a dosis bajas (10 pg/ml) no

muestran alteraciones en su viabilidad, aunque si en la morfologia. A
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concentraciones elevadas (50-100 pg/ml) y tiempos de exposicién prolongados, la
viabilidad disminuye, ésto correlaciona con las dosis requeridas para inducir el

rompimiento de la fodrina y las alteraciones celulares.
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DISCUSION

Diferentes estudios realizados con cepas EAggEC indican que estas
bacterias ocacionan dafio celular importante. Estos trabajos refieren la probable
participacién de una citotoxina elaborada por la bacteria. En relacién con esta
propuesta, se ha determinado que cepas EAggEC elaboran toxinas que inducen
diferentes efectos sobre células (84, 104, 120-122, 125, 127, 134-135, 140-141). En el
laboratorio, se han identificado dos proteinas de alto peso molecular que son
secretadas por cepas EAggEC, aisladas de pacientes con diferentes cuadros clinicos
(104, 133, 142-143). Diversos estudios han demostrado que Pet, una de las dos
proteinas, participan en el dafio celular (104, 134, 140-141), caracterizado por la
formacion de vacuolas, alteraciones de la morfologia celular y rearreglos del
citoesqueleto (141). No obstante que se ha demostrado que la proteina participa en
el dafio a las células, el sitio especifico sobre el cual esta toxina acttia, para

ocasionar las alteraciones celulares, no se ha identificado.

En este trabajo se presentan resultados que muestran como Pet produce
rompimiento de las moiécuias de especirina y fodrina. Proteinas que forman parte
del esqueleto membranal, cuya funcion es servir de andamio a la red de acfina
citopldsmica y de sostén a la membrana celular (147- 149). La espectrina contiene el
75% de la masa de las proteinas del esqueleto membranal en el eritrocito, en
proporcion semejante se encuenira la andloga de espectrina (fodrina), distribuida
entre la mayoria de los tipos celulares. El esqueleto membranal basado en
espectrina es submembranoso, espacialmente limitado, formando un enrejado
bidimendional que combina a un subtipo de proteinas de membrana (148, 149).
Alteraciones directas sobre la espectrina o la fodrina, pueden explicar los cambios
celulares en el intestino durante la colonizacion por EAggEC (84, 104, 120-122, 125,
127, 134-135, 140-141).



Diversos estudios muestran como el citoesqueleto de las células es el blanco
de bacterias y parasitos patogenos (164-165). Al respecto, se ha descrito que el
protozoario Trichomonas vaginalis produce una cisteina proteasa que degrada la
espectrina. Esta proteasa, cuyo peso molecular es de 30 kDa, degrada la espectrina,
produciendo pequefios subproductos. El mecanismo por el cual se internaliza esta
proteina, al parecer se da por el contacto intimo entre el parasito y la célula del
huésped, que produce una fusién de membranas, que facilita el evento. Al
respecto, también se ha propuesto que la internalizacién de la toxina se de a través
de la liberacién de microvesiculas (166). El efecto de la toxina de T. vaginalis, sobre
cultivos celulares, se presenta como redondeamiento y desprendimiento de células,
conduciendo a la muerte celular (167). Esta propiedad para dafiar la espectrina,
también ha sido reportado para los protozoarios intracelulares Plasmodium

falciparum y Plasmodium bergei (168).

En el trabajo se demostré también la importancia del motivo de serina
proteasa de Pet, para inducir degradacion de la espectrina. Lo anferior se
determiné utilizando el inhibidor PMSF, especifico para bloquear dicho motivo y
no observar la degradacién de la fodrina/espectrina {figura 9). La participacion del
motivo de serina proteasa de Pet, sobre la degradacién de espectrina, se confirma,
ademds, al utilizar la proteina mutante Pet 52601, que tiene modificado dicho
motivo (figura 9). Aunque el rompimiento de la espectrina inducido por Pet
generara un subproducto de 120 kDa, no se pudo establecer el sitio de corte, ya que
éste se encuentra hacia el sitio C-terminal. Lo anterior se confirmé al analizar la
secuencia de aminoacidos (N-terminal), del subproducto de 120 kDa, ésta fue la
misma reportada para la cadena de o-espectrina madura. Cuando se realizé el
ensayo de inhibicién con anticuerpos anti-Pet, se observé que éstos neutralizan
parcialmente la degradacién de espectrina (figura 9), sin embargo, el ensayo
permitié conocer que se forman subproductos diferentes al de 120 kDa, lo que

sugiere que la toxina reconoce més de un sitio sobre las cadenas de especirina.

49



La actividad de degradacién, inducida por Pet, incluye a la espectrina y sus
analogos como la fodrina de células epiteliales (148-149). Lo anterior se determiné
al utilizar membranas purificadas de diferentes células epiteliales y observar la
degradacion de Ia cadena o-fodrina (figura 11), lo que sugiere que éste es un
proceso amplio. La especificidad del efecto de Pet se demostré al utilizar como
control el sobrenadantes de la cepa HB101, precipitado con sulfato de amonio, el
cual no indujo ningtn efecto sobre la espectrina y fodrina (figura 10). La actividad
de Pet sobre la fodrina no es un proceso que se de sblo en condiciones estaticas,
éste se presenta utilizando condiciones in vitro con células vivas. Esta observacién
apoya la posible participacién de Pet en el dafio celular del intestino, en individuos
infectados con la bacteria (104, 147). Al utilizar membranas purificadas de células
HEp-2, tratadas con Pet, no se observa la formacién de subproductos, esto
probablemente se debe a la gran cantidad de proteinas de membrana que se
obtiene, lo que dificulta una adecuada visualizacion (figura 10). Sin embargo,
utilizando el ensayo con células en suspension, tratadas con Pet y analizado las
muestras por inmunotransferencia, con anticuerpos anti-fodrina, se observé el
incremento de una fraccion proteica de aproximadamente 83 kDa (figura 12). No se

pudo separar esta fraccidn para determinar su secuencia, Io que hubiera permitido

La actividad de Pet, en todos los ensayos, demosiré que ésta es dosis y
tiempo dependientes. Esta observacién podria estar relacionada con la diarrea de
tipo persistente, ya que a mayor tiempo de estancia de la bacteria, mayor
produccién de toxina y mayor dafio celular, que ocasiona frastornos en los

procesos de repitelizacién, prolongando la duracion de la diarrea.

La degradacion de la fodrina en células en suspension no se observa a
tiempos corfos, esto apoya que la toxina debe internalizarse (144) y activar cinasas

intracelulares antes de que se de el evento de degradacion de la fodrina.
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En un estudio previo (141) se describe que células HEp-2 y HT29 C1
tratadas con Pet presentan cambios en su morfologia y alteraciones sobre la
membrana citoplasmética. Sin embargo, no se menciona cual o cuales pueden ser
los efectos directos de la toxina que ocasionan dichas alteraciones. Los estudios de
microscopia de células en suspensién, tratadas y no tratadas con Pet, asi como con
la toxina mutada S260I, muestran que el dafio al citoesqueleto origina la
deformacién celular (figura 13). Por su parte, el ensayo de inmunofiuorescencia
con anticuerpos anti-espectrina permitié confirmar la participaciéon de Pet en la
alteracién del citoesqueleto, relacionado principalmente con la degradacion de la

fodrina (figuras 13-17).

Para establecer que la disminucion en las fibras de estrés, observada en
células HEp-2 y HT29 C1 tratadas con Pet (141), se asocia con la ruptura de la
molécula de fodrina, monocapas de células HEp-2 se incubaron con 10 pg/ml de
Pet a diferentes tiempos. Los resultados obtenidos mostraron alteraciones a nivel
de las uniones intercelulares y desprendimiento de la monocapa a tiempos cortos
de incubacién y ailteraciones en la red de fodrina, cuando se incuba por periodos
més largos (figuras 15-17). La espectrina y fodrina mantienen [a conexion de la
membrana plasmatica al citoesqueleto, esto da forma y estabilidad mecénica a la
célula. Por o que se puede sugerir que las alteraciones al citoesqueleto observadas

en las células tratadas con Pet son una consecuencia de la ruptura de Ia

espectrina/fodrina y de la conexidn de los filamentos de actina (148-149, 169).

El que Pet ocasione degradacién de componentes del citoesqueleto, como la
espectrina, sugiere que las alteraciones histopatolégicas observadas en diferentes
modelos animales, inoculados con cepas EAggEC vivas de humano, podrian ser
inducidos en gran medida por esta toxina. Tal es el coso de lo reportado por
Tickoo y col. (121), quienes observaron que conejos inoculados con EAggEC

presentaban diarrea y alteraciones del intestino caracterizado por acortamiento
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moderado de las vellosidades y cariorrexis. Efectos similares fueron descritos por
Vial y col. (84), utilizando el modelo asas ligadas de ileon de intestino de conejo y
rata. Las lesiones histopatologicas en este estudio se caracterizan por acortamiento
y necrosis hemorragica de las vellosidades intestinales, respuesta inflamatoria

intermedia, con edema e infiltracién de la submucosa por células mononucleares.

Por otro lado, Ia diarrea aguda descrita en pacientes infectados con EAggEC
correlaciona los efectos enterotoxicos observados en camaras de Ussing, al tratar
con Pet la mucosa de yeyuno (140). Estos efectos pudieran a su vez estar
relacionados con la degradacién del citoesqueleto. La anquirina es una proteina
periférica de ]a membrana celular que tiene alta afinidad por la espectrina (149), su
funcién es la de adaptador entre la espectrina y la membrana plasmatica. Las
bombas de Na’'/K" y canales de Na' son proteinas integrales que se colocalizan
con la anquirina; este conjunto es parte de la organizacion que la espectrina
soporta, indirectamente (170). Cuando la fodrina se altera, su participacién como
soporte integrador de este conjunto de proteinas se pierde v, en consecuencia, se

altera la funcion de las bombas de Na'/K' y de los canales de Na'; conduciendo a

. .

la salida de liguidos. Otre date que apoya la propuesta de la participacion de Pet

en la diarrea y en el dafio intestinal, son las alteraciones histologicas observadas en
las mismas muestras de intestino (140), caracterizadas por incremento en la
liberacién de moco, exfoliacion de células y desarrollo de abscesos de las criptas;
efectos observados también en modelos animales y modelos in vitro en los que se
utilizaron cepas EAggEC productoras de Pet (104, 134, 140-141).

El aumento en la produccién de moco, con la formacién de acumulos de
bacterias (120, 122), puede estar relacionado con la ruptura de Ia fodrina de las
células caliciformes, seguido de la liberacién de granulos de secrecién conteniendo

mucinas y formando el biofilm moco-bacterias (171).



Como se ha mostrado, la exposicion prolongada a Pet puede causar la
muerte de las células epiteliales y éste evento contribuye de manera importante en
la persistencia de la diarrea causada por EAggEC. El dafic que causa Pet en las
células epiteliales sugiere la induccién de un fenémeno de apoptosis (172). La
apoptosis define un tipo de muerte celular regulada, asociada con varias
caracteristicas morfolégicas que incluyen: contraccién, condensacion de la
cromatina, fragmentacion nuclear/citoplasmica y formacién de cuerpos densos,
que son rapidamente removidas via fagocitosis de células residentes (172). Las
lesiones histopatolégicas del intestino, que muestran los animales inoculados con
cepas EAggEC productoras de Pet y las alteraciones celulares de los ensayos en
cultivos de células tratados con la toxina purificada, apoyan la hipotesis de que las
células entran al estado de muerte celular (84, 104, 120-122, 125, 140-141, 147). El
programa apoptotico favorece el incrementoc del calcio intracelular,
desacoplamiento del potencial eléctrico mitocondrial, fragmentacién de DNA
internucleosomal y degradacion proteolitica de substratos especificos, como la
PARP {(polimerasa poli-fADP-ribosal, enzima involucrada en la vigilancia del

genoma y reparacion del DNA) y la alteracién de proteinas del citoesqueleto tales

::1..
)
o]

.
on
como lamina {proteina ro estructural en el nicleo), gelsclina, cinectina

st

fodrina (172). El proceso apoptotico incluye, ademas, la protedlisis inducida a
través de la activacion de cisteina proteasas llamadas caspasas, familia de enzimas
relacionadas con la enzima beta-convertidora de interleucina 1 (interleukin 1 beta-
converting enzyme, ICE) o proteasas ICE/CDE3 (172-174).

En condiciones normales, hay proteasas combinadas a membrana gue
preferentemente degradan proteinas de membrana de eritrocito dafiadas, como
defensa antioxidante secundaria (175). Este mecanismo, que participa en la
remocién de proteinas de membrana dafiadas, incluye la degradacién de
espectrina por una serina proteasa de 80 kDa, que estd combinada a membrana y

que forma un subproducto de alrededor de 120 kDa. Esta enzima es inhibida por el
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disopropilfluorofosfato, DFP, inhibidor de serina proteasa {175). Pet, que es una
serina proteasa, podria ufilizar las misma via para degradar espectrina de
eritrocitos 0 fodrina de células epiteliales. Por otro lado, bajo condiciones
fisiologicas, las cisteina proteasas activadas por calcio (calpainas), son importantes
intermediarios en la conexion de calcio intracelular con la muerte de la célula (176),
la cual es inducida a través de la degradacion del sustrato preferido de la calpaina,
la fodrina (177). Experimentalmente se ha demostrado que la infeccion de células
HEp-2 en cultivo, con la cepa EAggEC 042 (JPN10) o la inoculacion de éstas con el
sobrenadante del cultivo de la misma bacteria, en el cual est4 presente Pet, inducen
elevacion del calcio intracelular y la fosforilacién de protefnas dependientes de

calcio (128).

El rompimiento de o-fodrina ha sido detectado durante ia apoptosis,
observada en una variedad de lineas celulares de ratén y humano. En los cultivos
celulares que tienen apoptosis elevada, la fodrina es rota y forma un fragmento de
120 kDa. Sin embargo, cuando los cultivos contienen pocas células apoptoticas, el

fragmento observado es de 150 kDa (178). Lo anterior sugiere que el fragmento
menor (120 kDa) es un producto de rompimiento del fragmento mayer (150 kDa).
Ademas, la formacién de niicleos apoptoticos en células T JURKAT, después del
pegado del antigeno Fas, fue bloqueado por inhibidores de serina proteasas, TPCK
(tolilsulfonil fenilalanil clorometil cetona) y DCI, y por el inhibidor de la ICE,
VAD-FMK, pero la degradacion de cromatina y los cambios morfolégicos fueron
inhibidos s6lo por TPCK (174, 179). Se ha observado que en necrosis celular (por
ejemplo, células de neuroblastoma SH-SY5Y tratado con maitotoxina), el
subproducto de 150 kDa de la a-fodrina es producido por calpainas celulares,
mientras que en células neuronales en apoptosis, se aprecia un subproducto de 120
kDa. La formacién del fragmento de 120 kDa fue insensible a inhibidores de
calpainas, pero fue completamente blogueado por inhibidores de proteasas

semejantes a ICE. En dicho estudio se propuso que la calpaina e ICE pueden cada
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uno romper a-fodrina en dos sitios, VY ¥ GMMP para el fragmento de 150 kDa, el
cual estd localizado en una secuencia en repeticion 11 y justo en la porcion N-
terminal del dominio de combinacién a calmodulina, mientras que ICE forma un
fragmento de 120 kDa que puede ser C-terminal, hacia la secuencia PEST,
localizada entre las repeticiones 12 y 13 (173). Al realizar el analisis de la secuencia
del subproducto de 120 kDa, en la degradacion de espectrina inducida por Pet, la
secuencia N-terminal correspondia a Ia a-espectrina madura, indicando que el sitio
sobre el cual Pet rompe la molécula puede ser C-terminal, similar al sitio de
rompimiento de ICE (ICE/CDE3 o caspasa-1)

Las células intestinales, asi como todas las células, responden a sefiales
extracelulares tales como: factores de crecimiento, citocinas, estrés del ambiente y
factores toxicos (toxinas bacterianas como Pet), para transmitir instrucciones para
una respuesta coordinada apropiada. Entre las vias que frecuentemente usan para
transducir esas sefiales estdn las cascadas de las proteinas cinasas activadas por
mitogeno (MAPK) (180). Esas cascadas consisten de un modulo de tres cinasas que
incluyen a MAPK, el cual es activado por una MAPK/ERK cinasa (MEK), que a su
vez es activada por una MEK cinasa (MEKK). La activacién de las cascadas de
fosforilacion de protefnas conduce finalmente a la regulacion de factores de
transcripcion tales como ATF2, Elk-1 y c-Jun, para controlar la expresion de los
genes. En la infeccion por EAggEC no se sabe que procesos intracelulares se

activan y como éstos pueden relacionarse con las alteraciones celulares descritas.

Los miembros de la familia MAPK incluyen: las cinasas reguladas por
sefiales extracelulares (ERK), las c-jun NH2-terminal cinasas (JNK) y las cinasas
p38 (180). La activacion de MAPK requiere fosforilacién dual sobre Treonina y
Tirosina dentro del motivo Treonina-Xaa-Tirosina, donde Xaa representa
Glutamina en ERK, Prolina en JNK, y Glicina en p38. Por otra parte, ERKs son

activadas por agonistas para receptores con actividad de tirosina cinasa y por
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receptores acoplados a proteinas G, que inducen mitogénesis, diferenciacion o
hipertrofia, mientras que los subgrupos JNK y p38 son activados por estrés celular
(por ejemplo, radiaciones ultravioleta y gama, estrés osmotico, choque térmico,
inhibidores de la sintesis de proteinas) y citocinas de la inflamacién (por ejemplo,

TNF-alfa e interleucina 1).

JNK y p38 son importantes moduladores del programa apoptotico. En
algunas lineas celulares y en ciertos contextos, JNK es activada, rio arriba, en una
apoptosis mediada por caspasa 3, mientras que en otras, la activacion de JNK es rio
abajo de la proteasa semejante a ICE. En la anoikis (muerte celular inducida por
desprendimiento), las caspasas activan MEKX-1, un activador de JNK, indicando
que JNK es rio abajo de la caspasa, pero la activacion de MEKK-1, mejora la
activacion de las caspasas, sugiriendo que esa cinasa puede amplificar o iniciar la
cascada de caspasas. La activacion de caspasas dependiente de cinasas incluye
PAK2, MEKK-1 y PKC delta, que también promueven apoptosis citoplasmica y
nuclear. p38 modula apoptosis mediada por salicilato de sodio en células Rat-1,
glutamato en células granulares cerebrales y activacion de Fas en la clona A3 Jukat.
La induccién de Fas por actividad de p38 requiere la accién de ICE/CED3 en la
clona A3 Jukat. Recientemente, una cinasa que regula la sefial apoptotica (ASK1)
ha sido identificada como una MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK), que activa
INK vy p38 durante la apoptosis inducida por TNF alfa. Mientras que JNK y p38
parecen estar involucradas in modular la apoptosis. ERK es generalmente
considerada como un factor de sobrevivencia. En realidad, la privacion de factores
de crecimiento regulan a la baja ERK e inducen apoptosis en varios sistemas de
células, mientras la activacion de ERK durante el estrés puede ser protector. De la
apoptosis se ha reportado que es regulada por un balance entre la activacién de
JNK-p38 y ERK. La activacion de alguna de estas vias de sefializacion por Pet, nos
darian elementos para conocer las rutas de activacion inducidas por la toxina. Si

estos efectos se presentan in vivo es factible proponer un modelo de dafio intestinal
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y el uso de inhibidores que bloqueen las vias de sefializacion de manera especifica,

capaces de elegir efectos anti-apoptoticos (180).

Por los resultados obtenidos en este trabajo emerge la posibilidad de
estudiar la participacion de Pet en la activacion de MAPKs: ERK, JKN y p38 (181),
como respuesta celular temprana a Pet, y su relacién con Ja activacion de las
caspasas, proteasas intracelulares, que se relacionan con la degradacion de la
fodrina y que conduce, probablemente, a la muerte de la célula (182-185). De igual
manera, resulta indispensable determinar si Pet induce a la célula a un estado
apoptotico, a través de alterar la estructura de otros componenies del citoesqueleto
y del nicleo celular (fragmentacién de DNA) (182-183).

Otro evento importante que se ha observado en los diversos modelos
animales, que se han empleado para evaluar la participacion de EAggFEC en dafio
intestinal, es la presencia de una respuesta inflamatoria intensa (84, 121). El mismo
tipo de alteraciones se observaron al inocular asas ligadas de intestino de rata con
fracciones purificadas de Pet. Las caracteristicas de una respuesta inflamatoria
intestinal sugieren que ademis de la actividad de proteasa, Pet induce un efect
quimioatractante sobre macréfagos y polimorfonucleares. Ensayos preliminares,
en cdmaras de Boyden (186}, muestran que Pet ejerce efecto quimioatractante sobre
macréfagos v polimorfonucleares. En dicho estudio se observé, ademés, que la
toxina favorece el estallido respiratorio. Estos eventos, sumados al dafio especifico

inducido por Pet sobre las células, participan de manera importante en el dafio al

epitelio intestinal.

El modelo de patogenicidad para EAggEC (1, 112) esti basado en tres
estados que incluye: 1) adherencia a través de fimbrias (AAF/1y AAF/II), para la
colonizacion del epitelio intestinal; IT) la produccioén exagerada de moco por las

células caliciformes, con acumulos de bacterias que forman una biopelicula,
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ocasionando, probablemente, malabsorcion; HI} la elaboracion de toxinas que
ocasionan daifio a la mucosa y favorecen secrecion intestinal. I.a propuesta anterior
se realizé antes de conocer Ja probable participacién de las toxinas elaboradas por
EAggEC. Con los resultados obtenidos en este trabajo y con las aportaciones de
otros estudios, se puede plantear la participacién de las dos toxinas, identificadas
en el laboratorio (Pet y Pic), en la patogénesis de EAggEC. El primer estado no esta
atin totalmente dilucidado, ya que aunque el fenotipo de adherencia agregativa es
importante para identificar estas bacterias, no estd claro que adhesinas participan
de manera especifica en el evento. En relacién con el segundo y tercer estado, la
participacion de la toxina Pie, facilitando la penetracién de Ia capa de moco por la
bacteria y la de Pet, por su actividad degradante de fodrina, pudieran alterar la
morfologia de la célula en general y, en particular, dafiar las células caliciformes,

situacion que podrian incrementan la liberacién de moco.

Estas alteraciones de manera indiscufible contribuyen al deterioro del
epitelio intestinal, la liberacién de liquidos que da lugar a la diarrea aguda v
posteriormente dependiendo de la extension del dafio a problemas de diarrea
persistente.

Falta por estudiar aspectos relacionados con posibles receptores celulares,
asf como la respuesta del huésped, para poder entender mejor la patologia del
proceso y asi contar con elementos para implementar estrategias que ayuden a

prevenir o tratar la infeccion por este patégeno.
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CUADRO 1

CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE Escherichia coli CAUSANTE DE DIARREA

Enterotoxigénico
{ETEC)

Enteroinvasivo
{EIEC)

Erterchemorragico
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CUADRO 2.-

RENDIMIENTO DEL PROCESO DE
PURIFICACION DE LA PROTEINA Pet DE

EAggEC.

FRACCION VOLUMEN| CONCENTRACIO | TOTAL | RENDIMIENTO
PROTEICA (ml) N (mg/ml) (mg) (%)
SIN CULTIVO 1000 0.015 105 100
PP (NH,),S0; 216 0.480 103.68 98.74
PP 1.15 8 0.720 5.76 5.48
SN 1.15 94 0.96 90.24 85.94
PP 1.75 100 0.710 71 67.61
SN 1.75 135 0.085 11475 10.92
PICO1Q-SEPHAROSE | 15 2 30 28.57
PICO Il MONO § 10 0.33 3.3 3.14

PP = precipitado; SN = sobrenadante

PICO I Q-SEPHAROSE = fracciones 9-13 (pico I) en Q-Sepharose
PICO I MONO S = fracciones 60 - 67 (pico II) en Mono S (FPLC).
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CUADRO 3.- VIABILIDAD DE CELULAS HEp-2 TRATADAS

CON TOXINA Pet DE EAggEC.
CONCENTRACION TIEMPO (HRS)
DE Pet (ug/ml) 0 12 18 24 36
0 100 85.35 64.3 65.0 56.0
10 100 80.0 65.78 60.0 60.0
50 100 82.26 69.8 625 48.0
100 100 67.8 60.89 63.0 32.0

Los valores estan dados en porcentaje de viabilidad (%), por exclusién de la tincién
con azul tripano



Figura 1.- Patrén de adherencia agregativa a células en cultivo HEp-2. Las bacterias
se adhieren fanto a la superficie del citoplasma de Ia célula como al vidrio de la
preparacion formando empalizadas (X 100).
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Figura 2.- Composicién molecular de la espectrina. La espectrina estd formada por

el dimero de cadenas a- y B-espectrina, de 240 y 220 kDa respectivamente.
Ordenadas de forma antiparalela ambas cadenas poseen dominios de 116
aminodcidos, la cadena o~ con 22 dominios y la - con 17. La a-fodrina (andlogo de
espectrina presente en la mayoria de las células) tiene la propiedad de combinarse
a calmodulina y la fi-espectrina y a su andlogo B-fodrina tienen la capacidad de

combinarse a la anquirina y a la actina.
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CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO

EN Q-SEPHAROSE DE LA PROTEINA Pet
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Figurs 3.- Cromatografia en Q-Shepharoao del PP 1.76 M con K1/K2.
Ei pico | (fraccionea 9-16) del perfil de alucién contiene s

protaina Pet.
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CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE INTERCAMBIO
CATIONICO EN MONO S HR 5/5 (FPLC)
DE LA PROTEINA Pet

Bensidad 6ptica a 570 nm
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Figura 4.- Cromatogratia en FPLC de intercambio catidnico en Mono S
El pico I {fracciones 60-67) del periil de elucidn conliene
la proteina Pat.
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Figura 35.- SDS-PAGE de membranas de eritrocitos de carnero tratadas con Pet.
Membranas purificadas de eritrocitos tratadas con diferentes concentraciones de
Pet e incubadas por 6 h: carril 1, membranas sin tratar; carril 2, 0.312 pg; carril 3,
0.625 pg; carril 4, 1.25 pg; carril 3, 2.5 pg; carril 6, 5 ug. En los carriles 3 a 6 se
observa la formacién de una fraccién de 120 kDa que se incrementa en relacién

directa a la disminucién de Ias fracciones de 240 y 220 kDa.
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Figura 6.- SDS-PAGE de membranas de eritrocitos tratadas con Pet. Membranas de
eritrocitos de camero purificadas (10 pg) se trataron con 5 pg de Pet a diferentes
tHempos: carril 1, membranas sin tratar; carril 2, 0 h; carril 3, 6 h; carril 4, 12 h; carril
5, 18 h; carril 6, 24 h. La degradacion de las fracciones de 240 y 220 kDa se

incrementa con respecto al tiempo, incrementédndose la formacién del subproducto
de 120 kDa.
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Figura 7.- SDS-PAGE de espectrina tratada con Pet a diferentes tiempos. Espectrina
comercial (Sigma) purificada {5 ug) se incubd con 25 pg de Pet a diferentes
tiempos: carril 1, O h; carril 2, 6 h; carril 3, 12 h; carril 4, 18 h; carril 5, 24 h. Pet
degrada las cadenas a- y B- de la espectrina, observandose la formacion de un

subproducto de 120 kDa que se incrementa con el tiempo de tratamiento.
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Figura 8.- Inmunotransferencia de membranas de eritrocitos tratadas con Pet a
diferentes tiempos. Membranas de eritrocitos de camero (5 pg) se incubaron con
25 pg de Pet a diferentes tiempos, la reaccién se revelé con anticuerpos anti-
espectrina: carril 1, membranas sin tratar; carril 2, 0 h; carril 3, 6 y; carril 4, 12 ky;
carril 5, 18 h; carril 6, 24 h. El efecto de Pet es dirigido a las cadenas a- y B~ de la
espectrina, la fraccién de 120 kDa corresponde a un subproducto del rompimiento

de las cadenas de la espectrina.
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Figura 9.- SDS-PAGE para evaluar la participacion del motivo de serina proteasa
en la actividad proteolitica de Pet sobre la espectrina y de la actividad
neuiralizante de anticuerpos anti-Pet. Membranas de eritrocitos de carnero
purificadas (10 pg) se incubaron con 5 pug de Pet en presencia de PMSF y con la
proteina mutante (S2601) por 24 h: carriles 1, membranas sin tratar; carril 2, toxina
Pet purificada; carril 3 vy 7, membranas incubadas con Pet por 24 h; carril 4,
membranas incubadas con 2 mM de PMSF; carril 3, proteina mutante (S2601); carril
6, membranas incubadas con 5 pg de S260L; carril 8, membranas incubadas con Pet
previamente neutralizada con anticuerpos anti-Pet por 3 h. El motivo de serina

proteasa participa en la degradacion de la fodrina, la neutralizacién de los

anticuerpos anti-Pet es parcial.
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Figura 10.- SDS-PAGE de membranas purificadas de células HEp-2 tratadas con
Pet. Membranas purificadas de células HEp-2 (100 pg) se trataron con diferentes
concentraciones de Pet 0 con el sobrenadante de cultivo de la cepa HB10I e
incubadas por 3 h: carril 1, membyanas sin tratar; carril 2, 10 pg del sobrenadante
de HB101; carril 3, 2.5 ug de Pet; carril 4, 5 ug de Pet; carril 5, 10 pg de Pet. Las

membranas tratadas con Pet muestran degradacion de fracciones de 240 y 220 kDa.
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Figura 11.- Inmunotransferencia de membranas purificadas de diferentes lineas
celulares tratadas con Pet. Membranas purificadas de diferentes lineas celulares
tratadas con 5 pg Pet se incubaron por 3 h. Para visualizar la reaccién se utilizaron
anticuerpos anti-fodrina (10 ng/ml). La reacci6n fue visualizada utilizando anti-
IgG de conejo marcada con peroxidasa y revelando con un Kit para
quimioluminiscencia. Membranas de células tratadas: carril 2, HEp-2; carril 4,
Hela; carril 6, CaCo; carril 8, Vero. Membranas de células control: carril 1, HEp-2;
carril 3, Hel a; carril 5, CaCo; carril 7, Vero. El efecto sobre la fodrina es universal,

ya que todas las membranas celulares utilizadas fueron sensibles.
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Figura 12.- Inmunotransferencia del efecto de degradacion de fodrina, inducido
por Pet, en células epiteliales HEp-2 mantenidas en suspension. Para identificar las
cadenas de a- y B-fodrina se emplearon anticuerpos anti-fodrina (10 ng/ml). La
reaccion fue visualizada con anti-IgG de conejo marcada con peroxidasa y
revelando con un Kit para quimioluminiscencia: (A) Células epiteliales incubadas
con Pet por 18 h. Carril 1, células HEp-2 no tratadas; carril 2, células tratadas con
Pet (100 pg/ml). (B) Células HEp-2 incubadas por 36 h con Pet. Carril 1, células no
tratadas; carriles 2, células tratadas con 50 pg/ml de Pet; carril 3, células tratadas
con 100 pg/ml de Pet. El efecto de degradacion se presenta‘i ﬁg@?rtir delas 18 h.
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Figura 13.- Microscopia de luz y fluorescencia de células HEp-2 tratadas con Pet. A
y D, células HEp-2 no tratadas; B y E células HEp-2 tratadas con 5 pg/ml de Pet
por 3 k; C vy F, células HEp-2 tratadas con 5 pug/ml de la proteina mutante (S2601)
por 3 h. A, B y C, preparaciones tefiidas con azul de Coomassie. D, E v F.
preparaciones incubadas con anticuerpos anti-a- y B-espectrina y visualizadas con
anticuerpos marcados con fluoresceina. Las células tratadas con Pet muesiran
aumento de tamafio y una distribucién irregular de la fluorescencia (B y E). Con
respecto a las células no tratadas y las desafiadas con la proteina mutante (52601)
no presentaron alteraciones (A, C, Dy F) (X40). o o
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Figura 14.- Microscopia de luz y fluorescencia de células HEp-2 tratadas con Pet
por periodos prolongados. A y E, células no tratadas; B y F, células tratadas con 10
pg/mi de Pet; Cy G, células tratadas con 50 pg/ml de Pet; D y H, células tratadas
con 100 ug/ml de Pet. El tiempo de incubacion en todos los casos fue de 36 h. Las
preparaciones para inmunofluorescencia, se incubaron con anticuerpos anti-o- y B-
fodrina preparados en conejo marcados con fluoresceina (E, F, G y H). Las
preparaciones para microscopio de huz fueron tefiidas con azul de Coomassie (A,
B, Cy D). Las células tratadas con Pet presentan aumento de tamaifio y distribucion

irregular de fluorescencia, efecto que se acentud con relacitn a la concentracién de
foxinas (X 100). ‘ ;
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Figura 15.- Microscopia de fluorescencia de monocapas de células HEp-2 tratadas
con Pet. Las células se incubaron con 10 ng/ml de Pet a diferentes tiempos. Para
visualizar el efecto las preparaciones se incubaron con anticuerpos anti-a- y f-
fodrina y con anticuerpos de conejo marcados con fluoresceina. (A) Células
tratadas con Pet por 18 h. En esta se observa alteraciéon en las uniones
intercelulares, liberacién de los contactos celulares focales del substrato de vidrio
de la preparacién, alargamiento y desprendimiento celular, asi como
discontinuidad en la red de fodrina membranal. (B) Células no tratadas, se aprecia
la integridad de la monocapa y la red de fodrina con mayor continuidad (X 100).




Figura 16.- Microscopia de fluorescencia de células HEp-2 (trata igual que la figura
15), incubadas por 24 h. (A} Las células tratadas con Pet muestran alargamiento y
desprendimiento, y el citoplasma se observa colapsado, ademas, la red de fodrina
se observa menos conservada; disminuida y discontinua. (B) Las células no
tratadas muestran conservada gran parte de la monocapa y el citoplasma se

muestra conservado, asi como una continuidad en la red de fodrina (X 100).




Figura 17.- Microscopia de fluorescencia de células HEp-2 (tratadas igual que en la
figura 15), incubadas por 36 h. (A) Las células tratadas con Pet muestran aumento
de tamarfio y redondeamiento, el citoplasma tiende a ser mas laxo y la red de
fodrina pierde su continuidad. (B) Las células no tratadas siguen conservando gran
parte de la monocapa y el citoplasma conservado, y muestran una continuidad en
la red de fodrina (X 100).
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