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Sintesis

El colera es una enfermedad diarreica aguda que ha sido tradicionalmente considerada secretoria y
no inflamatoria Sin embargo las reacciones adversas (reactogenicidad) producidas por las cepas
vacunales vivas de colera en los voluntarios inmunizados parecen deberse fundamentalmente a un
incremento de la respuesta inflamatoria intestinal. En esta tesis se analizo la expresion de
mediadores inflamatorios en la linea celular de intestino humano HT29-18N2 y en la de macréfagos
murinos J774 A2 expuestas a cepas vacunales de Vibrio. cholerae y al lipopolisacarido bacteriano
respectivamente Ademas se estudio la accién de la toxina del cdélera sobre la respuesta de
mediadores inflamatorios en ambas lineas celulares Finalmente se monitorio la aparicion de diarreas
en los voluntarios inoculados oralmente con cepas vacunales de V. cholerae y se determiné la
presencia de lactoferrma como marcador inflamatorio en sus heces Las células HT29-18N2 coincu-
badas con las cepas vacunales reactogenicas de V cholerae expresaron mas transcriptos de la
interleucma-8 el factor de necrosis tumoral-a y del factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos que las expuestas a las cepas vacunales no reactogemcas Ademas estas células
también secretaron mas interleucina-8 y factor de necrosis tumoral- a en respuesta a las cepas
reactogenicas y se demostré la necesidad del contacto estrecho vibriones/celulas epiteliales en la
produccién de las atocinas inflamatorias De igual forma el lipopolisacando bacteriano indujo la
produccién de oxido nitrico y del factor de necrosis turmoral- a en los macrofagos pero no activo una
respuesta de explosion respiratoria en ellos Por otra parte la toxina del colera disminuyo la
produccién de la interleucina 8 inducida por las cepas vacunales de V.cholerae también disminuyo la
produccién de oxido nitrico inducida por hpopolisacando bacteriano y la respuesta de explosion
respiratoria de la linea celular J774 A2 frente al forbol 12-meristato 13 acetato Por el contrario esta
toxina aumento la cantidad del factor de necrosis tumoral-u producida por los macrofagos frente al
lipopolisacando de \/ cholerae Finalmente los voluntarios inoculados con las cepas vacunales que
produjeion diarreas (JBK70 y 81) tuvieron una mayor presencia y cantidad de lactoferrma en sus
heces que los voluntarios inmunizados con la cepa vacunal 638 que no produjo diarrea. Estos
resultados representan una evidencia del componente inflamatorio de la reactogenicidad y sugieren
que la toxina del colera podria tener una funcién moduladora de la respuesta inflamatoria intestinal
en los seres humanos infectados con V cholerae. Ademas el modelo de células epiteliales aqui
desarrollado es util para evaluar la reactogenicidad de las cepas vacunales vivas de colera antes de
pasar a estudios en voluntarios y sirve para estudiar la respuesta de las células intestinales a los
vibriones y a la toxina colérica lo que permitira un mayor conocimiento de la participacion de estas

células en la patogenia del colera



1- Introduccion

Antecedentes.

El colera es una enfermedad que causa diarreas severas en los humanos La TC
producida por V cholerae de los serogrupos 01 y 0139 provoca el escape de enormes
cantidades de liquido y electrolitos hacia la luz del intestino, lo cual produce una rapida
y profusa diarrea acuosa en forma de agua de arroz disminuciéon del volumen
sanguineo circulante, acidosis metabdlica disminucion drastica de potasio y en ultimo
término colapso vascular y muerte (colera gravis) (CDC/NCID OPS 1994 y Sack y col
2004)

La diarrea del colera ha sido tradicionalmente considerada como secretoria y no
inflamatoria No obstante, se ha observado una mayor presencia de células infla-
matorias y mediadores de inflamacion (neutrofilos. eosindéfilos mastocitos macrofagos
IL-8 TNF- a. lactoferrma, NO. PGE, proteina C reactiva superdxido dismutasa. entre
otros) en la mucosa intestinal las heces y/o el suero de pacientes con colera gravis al
compararlos con voluntarios sanos (Mathan y col 1995 Silva y col . 1996. Janoff y col.
1997 y Qadri y col. 2002 y 2004). Pero la presencia de estas células y mediadores
inflamatorios en el coélera es menor que la observada en las diarreas inflamatorias
causadas por Shigella (Ragib y col 2000) y Vibrio parahaemolyticus (Qadri y col 2003) y
debe ser util en el establecimiento de la respuesta inmune adaptativa contra los
vibriones (Qadri y col 2002 y 2004). Ademas se ha demostrado que las cantidades de
IL-8 y lactoferrina en las heces de voluntarios inoculados oralmente con cepas
toxigémcas de \/. cholerae 01 y 0139 son mucho menores que las detectadas en las
heces de los voluntarios inmunizados con la cepa vacunal reactogémca CVD110 (Silva
y col 1996) Teniendo en cuenta que la diarrea producida por la cepa vacunal tuvo un
mayor componente inflamatorio que la diarrea producida por las cepas toxigémcas.
estos investigadores sugirieron que algunos factores de virulencia presentes en las ce-
pas toxigémcas (eliminados de las cepas vacunales vivas), pudieran ser capaces de
disminuir la respuesta inflamatoria de los humanos infectados con 1/ cholerae (Silva y
col 1996) Sin embargo, la posible regulacién de algunos de estos factores como es el
caso de la TC sobre la produccion de mediadores inflamatorios en las células del
epitelio intestinal o los macrofagos inducida por cepas vacunales vivas o el LPS de V

cholerae no ha sido estudiada



Se han desarrollado diferentes vacunas con el objetivo de proteger a los humanos
contra el célera, siendo las mas promisorias las de células vivas atenuadas por
ingenieria genética, dada la amplia y duradera proteccién demostrada por ellas en los
voluntarios inmunizados (Levine y col , 1988a y 1988b) Sin embargo las vacunas vivas
tienen dos desventajas principales 1- el impacto ambiental que producen al ser
excretadas por los voluntarios, por el riesgo de readquirir los genes toxicos (Waldor y
Mekalanos, 1996 y Davis y Waldor. 2003) y 2- los efectos adversos (reactogemcidad)
producidos en los individuos inmunizados tales como, diarrea, vomito, fiebre, dolor de
cabeza, dolor abdominal, meteorismo, acidez y malestar general La diarrea es el
principal efecto adverso que define la reactogenicidad de las cepas vacunales vivas de

V. cholerae (Levine y col 1988a Tacket y col 1993 y Taylor y col 1994).

Las bases moleculares de la reactogenicidad no se conocen pero se piensa que puede
deberse al desarrollo de una respuesta inflamatoria a nivel de la mucosa intestinal
Mekalanos y col en 1995 al observar que las cepas vacunales motiles inducian mayor
reactogemcidad que las cepas vacunales no métiles en los voluntarios inoculados
(Coster y col 1995 y Kenner y col 1995). postularon la hipotesis de que las reacciones
adversas podrian deberse a la induccién de citocinas proinflamatonas en las células del
epitelio intestinal en respuesta al contacto estrecho entre las bacterias y dichas células.
Sin embargo, no existen trabajos previos donde se aborde la produccién de atocinas
inflamatorias en células del epitelio intestinal por la interaccion con cepas vacunales de
V. cholerae Ademas se ha observado la infiltracion de macrofagos y neutrofilos en la
mucosa intestinal de los pacientes de colera (Mathan y col . 1995 y Qadn y col . 2002) y
se piensa que el NO y las moléculas resultantes del estrés oxidativo (peroxidos y su-
peréxidos) pueden jugar un papel importante en los mecanismos de defensa del
hospedero contra los vibriones (Janoff y col , 1997 y Qadn y col . 2002) Sin embargo
poco se sabe de la induccion de mediadores inflamatorios en los macrofagos expuestos
al LPS de V cholerae. que conjuntamente con la respuesta de las células del epitelio
intestinal, puedan desencadenar un proceso inflamatorio en la mucosa intestinal de los

voluntarios inoculados oralmente con cepas vacunales vivas de V cholerae



La primera evidencia experimental del componente inflamatorio de la reactogenicidad
se obtuvo cuando la cepa vacunal reactogénica. CVD110 se inoculé por via oral en
voluntarios sanos y produjo grandes cantidades de lactoferrina y un incremento de la IL-
8 en sus heces, mientras que la cepa vacunal no reactogénica CVD103-HgR indujo
niveles mucho menores de estos marcadores inflamatorios en las heces de los
voluntarios (Silva y col. 1996). La IL-8 es un potente quimioatrayente de leucocitos
polimorfonucleares (neutréfilos) y linfocitos T (Oppenheim y col. 1991 y Eckmann y col.
1993a), mientras que el aumento de la lactoferrina es un marcador del incremento de
los neutrofilos en el TGl de los humanos (Sanchez y col 1992 y Guerrant y col, 1992).
Sin embargo, dado que en este estudio solo se empleo una cepa reactogénica y otra no
reactogénica se podria pensar que la mayor presencia de marcadores inflamatorios en
las heces de los voluntarios que recibieron la cepa reactogénica se deba a
caracteristicas intrinsecas de la cepa Este hecho implica que se deban realizar nuevos
ensayos en voluntarios con el empleo de otras cepas vacunales vivas de V. cholerae
para corroborar la presencia de un componente inflamatorio en la reactogenicidad
Atendiendo a estos antecedentes, nos formulamos la siguiente hipétesis
Las cepas vacunales de V cholerae y su principal componente superficial el LPS
inducen una respuesta de mediadores inflamatorios en células de epitelio intestinal y
macrofagos cuya magnitud es modulada por la accion de la toxina colérica en cepas
toxigémcas y que esta relacionada con la capacidad de las cepas vacunales vivas de
producir reactogenicidad e inducir un incremento de neutrofilos en el TGI de individuos
inoculados por via oral
Para dar respuesta a nuestra hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos
1 Evaluar la inducciéon de mediadores inflamatorios in vitro en células de epitelio
intestinal y macrofagos por la interaccion con cepas vacunales de V cholerae y el
LPS respectivamente
2 Evaluar la accion de la toxina del cdélera sobre la respuesta de mediadores in-
flamatorios inducida por cepas vivas de V cholerae y el LPS en células de epitelio
intestinal y macrofagos. respectivamente
3 Determinar si las cepas vacunales de V cholerae que producen reactogenicidad

inducen una mayor presencia de neutrofilos en el TGI de los individuos inoculados



Para dar cumplimiento a cada objetivo se ejecutaron las siguientes tareas

Objetivo 1:

a) Analisis de la adherencia y el crecimiento de las cepas de V cholerae a diferentes
tiempos sobre la linea de epitelio de colon humano HT29-18N2

b) Estudio de la vitalidad de las células epiteliales cuando son coincubadas con las
cepas de V' cholerae

c) Determinacion de los niveles de expresién de ARNm de varios mediadores in-
flamatorios en las células HT29-18N2 expuestas a la cepa reactogénica JBK70 y no
reactogénica CVD103-HgR, asi como a dos de nuestras cepas candidatos vacunales
vivas o inactivadas por calor

d) Deteccion de las concentraciones de los mediadores inflamatorios en los so-
brenadantes de cultivo de las células HT29-18N2 expuestas a los mismos estimulos
dec

e) Ejecucion de las mismas tareas de ¢ y d en experimentos donde se utilicen adi-
tamentos tipo Transwell para impedir las interacciones directas entre los vibriones y
las células epiteliales

f) Analisis de la induccién de NO. el TNF- a y la RER en la linea de macrofagos
murinos J774 A2 por la acciéon del LPS de V cholerae 01

Objetivo 2:

a) Cuantificacion de la cantidad de la TC producida por cepas toxigémcas de V
cholerae al ser cultivadas con las células de la linea HT29-18N2 y comparacién con
la cantidad producida en las condiciones 6ptimas de expresién de esta toxina in vitro

b) Estudio de la accion de la TC sobre la respuesta de mediadores inflamatorios de las
células HT29-18N2 con el empleo de cepas de 1/ cholerae toxigémcas, no
toxigénicas y de estas ultimas en presencia de la TC

c) Estudio de la accion de la TC sobre las respuestas de NO. el TNF-u y la RER de los
macrofagos frente al LPS bacteriano

Objetivo 3:

a) Colecciéon pesaje y clasificacion de todas las heces de los voluntarios de los di-
ferentes ensayos clinicos durante los cinco dias posteriores a la inoculacion de la

cepa vacunal y el placebo



b) Deteccion de los niveles de lactoferrina en las heces de todos los voluntarios de los

ensayos clinicos durante los 5 dias posteriores a la inoculacion de la cepa vacunal y el

placebo La novedad cientifica de la presente tesis se resume en los siguientes

aspectos

1- Se demuestra por primera vez que las cepas vacunales de V cholerae y su principal
componente superficial, el LPS bacteriano, inducen una respuesta de mediadores
inflamatorios en las células de epitelio intestinal y los macrofagos

2- El haber demostrado que las interacciones directas entre los vibriones y las células
de la linea HT29-18N2 son imprescindibles para inducir en ellas una respuesta de
tocinas inflamatorias

3- Se evidencid por primera vez el efecto regulador de la TC sobre la respuesta de
mediadores inflamatorios de las células HT29-18N2 y los macrofagos inducida por
cepas vivas de V cholerae y el LPS bacteriano

4- Se confirma, con una cepa reactogemca control (JBK70) y dos de nuestros
candidatos a vacunas contra el colera, que las cepas vacunales de 1/ cholerae que
producen reactogemcidad. inducen una mayor presencia de neutréfilos en el TGl de
los individuos inoculados que una cepa no reactogénica

Ademas en términos practicos, el modelo aqui desarrollado con la linea de células

HT29-18N2 es util para evaluar la reactogemcidad de los candidatos vacunales vivos de

colera antes de pasar a estudios en voluntarios y sirve para continuar los estudios de la

respuesta de las células intestinales a los vibriones a sus componentes y a la TC. lo

que permitirda una mejor comprensiéon de la participacion de estas células en la

inmunidad y la patogenia de esta enfermedad.

Este trabajo de tesis consta de 9 capitulos. Introduccion (5 paginas). Revisién

bibliografica (20 paginas). Materiales y métodos (15 paginas). Resultados (17 paginas)

Discusiéon (12 paginas), Conclusiones (1 pagina). Recomendaciones (1 pagina)

Bibliografia (212 citas 21 paginas) y Autobibliografia (2 paginas) Ademas en las dos

primeras paginas se muestra un indice resumido con los epigrafes y sub epigrafes de la

tesis, seguido de una hoja con las abreviaturas empleadas en la tesis y luego una

sintesis de una pagina.
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2- Revisién bibliografica.

2.1 Colera, agente causal.

El colera es una enfermedad diarreica aguda producida por la colonizacion intestinal de
cepas de V cholerae de los serogrupos 01 u 0139 (CDC/NCID OPS 1994 y Kaper y col
1995) La diarrea colérica es producida por la accion de la TC dada su capacidad de
aumentar los niveles intracelulares de adenosina-5 - monofosfato ciclico (AMPc) los que
a su vez incrementan la actividad de los canales de iones cloruros (Cl ) que finalmente
provoca un flujo creciente de agua hacia la luz del intestino Este constituye el evento
decisivo desencadenante del cuadro diarreico (Finkelstein. 1992. Spangler, 1992 vy
Kaper y col 1995)

Los primeros informes del colera datan de principios del siglo XIX cuando en 1817 en el
sudeste de Asia comenzd una epidemia que rapidamente se expandié por todo el
mundo, convirtiéndose en la primera pandemia de célera de la que se tengan datos
confiables No obstante, esta enfermedad parece que ha acompanado al hombre desde
mucho antes, ya que Hipocrates (460-377 AC) y Galeno (129-216 DC) describieron un
padecimiento con sintomas muy parecidos al colera Las 7 pandemias de colera que se
conocen han sido causadas por cepas de la especie V cholerae 01 descubierta y
nombrada asi por Pacim en 1854 quien observd al microscopio un gran numero de
bacterias con forma de "coma en la mucosa del intestino delgado de victimas de la
epidemia que azotd a Florencia en ese ano En 1883 Robert Koch estudiando el célera
en Egipto, lo cultivo por primera vez y segun la apariencia de coma que tenia en el
aislamiento inicial lo denominé Kommabazillen aunque luego de pases en el laboratorio
puede revertir a formas rectas Este microorganismo fue llamado por varias decadas
Vibrio comma hasta que los trabajos de Pacim fueron reconocidos como los primeros y
retomo su nombre original V cholerae

V cholerae se encuentra ubicado en la Division Il de Bacterias. Parte 8 segun el Manual
Beigey correspondiente a bacilos Gram negativos y anaerobios facultativos Aqui se
incluyen dos familias Enterobacteriaceae con doce géneros y Vibrionaceae donde la

caracteristica comun a sus cinco géneros y que los dife-



rencia de la familia anterior, es que son oxidasa positivos y cuando se mueven lo hacen
a través de un flagelo polar (Buchanan y col , 1974)

En la familia Vibrionaceae se encuentra el género Vibrio que son bacilos que miden de
0.5-0,8 ym de diametro por 1.4-2.6 ym de largo no forman endoesporas ni microquistes
Pueden crecer sin grandes requerimientos nutricionales y preferiblemente a pH 7
aunque toleran condiciones de pH hasta 9.5 pero son sensibles al pH acido y los iones
Na* estimulan su crecimiento (Buchanan y col 1974)

Hasta 1992. el unico serogrupo de V. cholerae capaz de producir epidemias y
pandemias era el 01 que se divide en los biotipos Clasico y El Tor sobre la base de
criterios bioquimicos y fenotipicos como son la sensibilidad a la polimixina B la reaccion
con fagos especificos para cada biotipo. la prueba de Voges- Proskauer y el empleo de
las propiedades hemoliticas y hemaglutinantes caracteristicas de cada uno Ambos
biotipos se encuentran separados en los serotipos Ogawa Inaba e Hikojima atendiendo
a diferencias antigénicas en su lipopolisacarido superficial aunque el ultimo de ellos
aparece raras veces De las 7 pandemias de codlera, las 6 primeras fueron causadas por
vibriones del biotipo Clasico, mientras que la ultima esta siendo causada por el biotipo
El Tor de V cholerae 01 Sin embargo, en Octubre de 1992 ocurri6 una epidemia en
Madras India causada por V cholerae del serogrupo no-01 con la subsiguiente
propagacion a otras ciudades (Franzon y col . 1993) Esta cepa epidémica no estaba
relacionada con ninguno de los 138 serogrupos de V/ cholerae conocidos (serogrupo 01
y los 137 serogrupos no-01) por lo que le fue asignado un nuevo serogrupo 0139 con el
sinénimo Bengal para indicar su aislamiento inicial de las areas costeras de la Bahia de
Bengala (Shimada y col 1993) Debido a que esta cepa causa una enfermedad que no
se diferencia del colera provocado por V. cholerae 01 puede ser considerada el
segundo agente etiolégico del colera (CDC/NCID OPS 1994 y Johnson y col 1992) Los
biotipos Clasico y El Tor no son aplicables a V cholerae 0139 y tampoco es valido para
los restantes serogrupos no 01 (Kay y col 1994)

V cholerae 0139 esta relacionado con las cepas El Tor de V. cholerae 01 (Calia y col
1994 y Johnson y col 1994) con las que comparte varias propiedades como son
morfologia cultivo los genes que codifican para la TC asi como parala/O | la ACE y la

TCP Sin embargo a diferencia de V cholerae 01. los antige-



nos superficiales del LPS de esta cepa no-01 no son reconocidos por los anticuerpos
especificos anti-01 Esto esta dado porque el polisacarido O del LPS de la pared celular
de los vibriones 0139 difiere en longitud y composicion al de V cholerae 01 (Albert, 1994)
Por otra parte, al igual que la mayoria de los serogrupos no-01. V cholerae 0139 posee
una capsula (Weintraub y col 1994 y Comstock y col 1995) que no esta presente en
cepas 01 La mayor parte de los aislamientos de esta cepa son resistentes a
trimetropina. Sulfametatoxazol, estreptomicina, furazolidona y al agente vibriostatico

0/129 (Finkelstein 1992)

2. 2 Patogénesis y factores de virulencia.

El colera se transmite por la via fecal-oral La infeccién debida a V. cholerae comienza
con la ingestién de agua y/o alimentos contaminados Este microorganismo, una vez
ingerido, debe vencer la barrera de la acidez gastrica para llegar al intestino delgado Ya
en el duodeno y el yeyuno debe adherirse y atravesar la barrera de mucus que separa
los enterocitos de la luz intestinal contrarrestar la peristalsis competir con la microbiota
normal y adherirse a los enterocitos de la mucosa intestinal (Colwell y Huqg.. 1994 y
Kaper y col 1995) Asi el tamafio del inoculo, la movilidad, quimiotaxis y la expresién de
un grupo de factores de virulencia, juegan un papel determinante en la patogenia del
microorganismo Los factores mas estudiados involucrados en la patogénesis del colera
son la TC la toxina accesoria a la TC (ACE), la toxina de las zonas ocluyentes (ZOT) el
LPS la pilma corregulada con la TC (TCP), la hemaglutinina resistente a manosa y
fucosa (MFRHA), la hemaglutinina sensible a manosa (MSHA), la hemaglutinina
proteasa (HAP), las proteinas de membrana externa (OMPs) y la hemolisima (HIyA)

El célera es una enfermedad mediada por la TC El primero en advertir la presencia de
una toxina mediadora de la enfermedad fue Robert Koch en 1884. quien dijo que el 1/
cumma producia un veneno especial que actuaba en el epitelio intestinal y que
posiblemente era el responsable de los sintomas del colera (Koch. 1884) La TC es una
enterotoxina termolabil que esta codificada por los genes ctxA y c/xB que codifican

para las subunidades. TCA (27215 Da) y TCB (11677



Da), las cuales se ensamblan en una razén de una molécula de A por 5 de B (Gili,
1976) La subunidad A se sintetiza como un polipéptido Unico que es procesado
proteoliticamente dando lugar a dos polipéptidos, A1 y A2 unidos por un puente
disulfuro (Spangler, 1992) Ninguna de estas subunidades individualmente tiene
actividad toxigénica en animales o en sistemas de células intactas Se han propuesto
diversos mecanismos que explican la accion de esta toxina. El clasico plantea que la
TCB se une a la porcién oligosacaridica del gangliosido GM-1 (King and van Heningen.
1973) y provoca cambios conformacionales que favorecen la accion de la HAP sobre la
subunidad A. separandola en A1 y A2 La subunidad A1 penetra al interior de la célula y
cataliza la transferencia de ADP del NAD" a la subunidad a de la protema G La
modificacion de esta subunidad promueve la activacion persistente de la enzima
ademlato ciclasa y el aumento consecuente de los niveles de AMPc lo que a su vez
produce la activacién de la proteina quinasa A la cual activa canales de CC en la
membrana plasmatica. La permeabilidad incrementada a los CIl provoca un flujo
indiscriminado de agua y electrolitos hacia la luz del intestino, lo que constituye el
evento decisivo en la diarrea colérica (Fin- kelstem, 1992 Spangler, 1992 y Kaper y col.
1995.). Sin embargo, se plantea que el mecanismo explicado anteriormente no justifica
totalmente el efecto secretor de la TC y se ha encontrado que las PG y el SNE
contribuyen de manera importante a la gran perdida de liquido intestinal producido por
esta toxina Estudios realizados en modelos animales vinculan las PG con la
patogénesis del cdélera, ya que se han encontrado niveles aumentados de PGE- en el
intestino de diferentes animales tratados con la TC (Beubler y col. 1989, Peterson y col
. 1989 y 1994). Ademas, los pacientes de célera tienen mayores valores de PGE; en la
fase aguda de la enfermedad que en la de convalecencia (Speelman y col., 1985 y
Qadri y col 2002) Se piensa que al aumentar los niveles de AMPc en las células intesti-
nales por la accion de la TC. se activa una fosfolipasa que actua sobre los fosfolipidos
de la membrana produciéndose el acido araquidomco, principal precursor de las PG las
gue a su vez pueden por si mismas estimular la adenilato ciclasa y activar corrientes de corto circuito
en las células epitliales (Kimberg y col 1971) lo cual amplifica
significativamente la accién secretoria de la TC Por otra parte el SNE juega un papel
importante en la secrecién y la absorcion del intestino al ser estimulado por hormonas y

neuropéptidos producidos por células



especializadas de la mucosa intestinal Dos de estas sustancias han sido ampliamente
relacionadas con el aumento de las secreciones el péptido vasoactivo intestinal (PVI) y
la 5-hidroxitriptamida (serotonina) (Cooke. 1991). Niveles aumentados de serotonina

se han detectado en el intestino de animales de laboratorio y en humanos que han
sido estimulados con la TC (Mourad y col 1995 y Bearcroft y col 1996) Ademas, los
pacientes de colera tienen altos nivelas de PVI en la sangre (Holmgren. 1992) La TC
puede entonces actuar por dos vias 1- la serotonina inducida por esta toxina puede
actuar directamente sobre el SNE para que se produzca el PVI. 2- La serotonina puede
inducir la secrecion de PG que alterarian por si mismas la secrecion intestinal o
activarian el SNE Los genes que codifican para la TC se encuentran dentro del
genoma de un bacteriéfago filamentoso denominado CTX¢, el cual a su vez esta
integrado en el cromosoma bacteriano Dicho bacteri6fago puede también existir en
forma replicativa desde donde se producen las particulas virales, que permiten
diseminar los genes de la TC entre las diferentes cepas de \/ cholerae (Waldor vy
Mekalanos. 1996 y Davis y Waldor. 2003). Las toxinas ZOT y ACE son también
codificadas por genes del fago CTX¢ (Baudry y col 1992 Trucksis y col 1993 y Waldor
y Mekalanos 1996) Estas toxinas fueron identificadas buscando el factor(s)
responsable(s) de los efectos adversos (reactogenicidad) encontrados en voluntarios
inoculados oralmente con cepas vacunales vivas de \/. cholerae a las cuales se les
habian eliminado los genes ctxA y ctxB La ZOT afecta la estructura de las uniones
estrechas de las células epiteliales y aumenta la permeabilidad del intestino delgado a
macromoleculas (Fasano y col , 1991). Esta proteina también participa en la formacion
de las particulas del fago CTXo (Waldor y Mekalanos. 1996) por lo que parece tener
una actividad dual Se ha planteado que dichas actividades estan separadas en la
molécula La primera de ellas se localiza en la regién amino terminal y la segunda, en
la carboxilo terminal (Uzzau y col 1999 y Di Pierro y col 2001) Ademas, se ha
demostrado que la ZOT tiene la capacidad de adyuvar antigenos suministrados por la
via de las mucosas (Marinaro y col . 1999 y 2003) A diferencia de la ZOT los estudios
sobre la ACE no han continuado ya que los bajos niveles producidos por V cholerae no
han permitido purificar la proteina. Sin embargo, recientemente la ACE fue expresada

en Pichia pastoris
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y purificada para estudiar su mecanismo de accion (Trucksis y col 1997) La funcién de
esta proteina en el fago CTX¢ no se conoce aun.

Existen un grupo de moléculas de la superficie de este microorganismo que estan
involucradas en la patogénesis del mismo El LPS es una de ellas y es la mas
abundante en la superficie de las bacterias Gram negativas no capsuladas siendo
también llamado endotoxina bacteriana Existen evidencias que sugieren que el LPS
esta involucrado en la adherencia de V. cholerae 01 y 0139 a la mucosa intestinal
(Chitnis y col. 1982. Manning y col., 1986 y Nesper y col 2002) Sin embargo el papel
mas relevante de esta molécula en el colera es el de estimular una potente respuesta
inmune protectora, dada su capacidad de interactuar con varias de las células del
sistema inmune de la mucosa intestinal aspecto que trataremos mas adelante

La TCP fue identificada como un factor de colonizacién que se expresaba en las
mismas condiciones de cultivo que la TC (Taylor y col.. 1987) y es la Unica pilina de
los vibriones 01 y 0139 a la cual se le ha demostrado su participacién inequivoca en la
colonizacion intestinal de \/ cholerae tanto en modelos animales como en humanos
(Herrington y col , 1988, Thelin y col . 1996, Attndge y col 1996 y Tacket y col 1998)
La TCP es un homopolimero de una proteina de 20 5 kDa denominada TcpA que esta
codificada por el gen tcpA. el cual se encuentra en el cromosoma 1 de \/ cholerae
dentro de una agrupacién de genes relacionados con la formacion de pilinas tipo 1V
(Faast y col , 1989 Shaw y Taylor. 1990 y Rhine y Taylor 1994) Ademas, se ha
encontrado que el TcpA y algunas variantes de esta protema son producidas por cepas
de \/ cholerae de los serogrupos no 01 y no 0139 (cepas no epidémicas), por lo que se
piensa que dichas cepas pudieran adquirir los genes de la TC y asi convertirse en
toxigénicas (Said y col . 1995. Ghosh y col 1997 y Nandi y col. 2000). Lo anterior es
posible ya que la TCP es el receptor especifico del fago CTX¢ en las cepas de V
cholerae 01 y 0139 (Waldor y Mekalanos. 1996). Adicionalmente se ha demostrado que
los genes que acompanan al gen IcpA en el genoma de U cholerae forman la isla
patogénica de los vibnones (VPI), la que a su vez podria formar una particula viral
(VPlo) cuya envoltura es el TcpA (Karaolis y col 1999) Sin embargo, en estudios muy
recientes no se lia podido demostrar la produccién de particulas de VPk$ en varias

cepas de \/ chaleme que portan variantes genéticas de la isla patogénica VPI
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(Faruque y col 2003), por lo que este aspecto se mantiene en discusion actualmente
Otro factor muy estudiado es la MSHA, la cual se encuentra fundamentalmente en
cepas de V. cholerae 01 y 0139 donde forma una pilina caracteristica Estudios de
proteccion en animales sugirieron que la MSHA podia ser importante en la patogénesis
de V. cholerae (Osek y col, 1992) mas adelante esta pilina se postulo como un
importante factor de colonizaciéon en los vibriones de biotipo El Tor y el serogrupo
0139 (Jonson y col. 1994) Sin embargo, cepas mutantes del gen mshA que codifica
para la proteina MshA. subunidad estructural mayoritana de esta pilina, no mostraron
una pérdida del potencial de colonizacién en el modelo de ratén lactante (Thelin y col.,
1996 y Attridge y col, 1996), ni en un estudio realizado en humanos (Tacket y col .
1998). Estos experimentos demostraron que la MSHA no es un factor de colonizacion
en las cepas de V cholerae 01 y 0139 No obstante, se ha sugerido la participacion de
esta pilina en la formaciéon de bio-peliculas (biofilm) (Watmck y col., 1999 y Watmck y
Kolter 1999) ya que la misma parece adherirse a los plancton (Chiavelli y col . 2001).
sobre los cuales los vibriones pueden formar las estructuras de bio-pelicula lo que
permitiria aumentar la resistencia ambiental de este microorganismo La MSHA es
ademas el receptor del bacteriéfago filamentoso 493 (Jouravieva y col 1998a y 1998b)
y en nuestro grupo se ha demostrado que esta pilma es también el receptor del nuevo
bacteriofago filamentoso VGJ¢, que infecta a V. cholerae (Campos y col 2003a) y que
es capaz de trasmitir eficientemente los genes de la toxina del colera entre cepas de
esta especie bacteriana (Campos y col . 2003b)

Existen otros factores de la superficie de este microorganismo que de alguna manera
intervienen en el proceso de colonizacién, los cuales garantizan la adhesion a las
células epiteliales, entre estos se encuentra la MFRHA, que ha sido implicada como un
factor de virulencia, pero su papel en la colonizacion no ha sido aclarado aun No
obstante, en estudios realizados en el modelo del ratéon lactante, se ha observado que
una cepa mutante del gen que codifica para la actividad MFRHA tiene deficiencia en la
colonizacion (Franzon y col . 1993). Por otra parte, algunas OMPs pueden también
jugar un papel en la colonizacién, ya que se ha visto que anticuerpos especificos
contra ellas inhiben la colonizacion intestinal de V cholerae en el modelo de ratén
lactante y se ha comprobado que la OMP de 77 kDa denominada IrgA cuya expresion

es regulada por hierro, es importante en la
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virulencia (Goldberg y col. 1990 y Sengupta y col, 1992) Ademas, se piensa que otra
OMP. denominada OmpU, juega un papel importante en la adherencia de los vibriones
a las células intestinales (Sperandio y col, 1995) El papel de otras OMP en la
virulencia esta siendo estudiado (Faruque y col., 1998)

Ademas de la TC que es el principal factor de virulencia del microorganismo, existen
otros factores segregados por las cepas de V choleare que juegan papeles
importantes en la patogenia de esta bacteria Uno de ellos es la HAP a la cual se le
han adjudicado un grupo de funciones: la conocida actividad proteasa que escinde los
peptidos A1 y A2 de la TC (Hase y col . 1991) y activa la HIyA producida por esta
bacteria (Nagamune y col 1996); la de separar especificamente a los vibriones de la
mucosa intestinal (Hase y col. 1991 y Finkelstein y col 1992) la de inactivar el fago
CTX¢ (Kimsey and Waldor 1998) y la capacidad de disminuir la resistencia
transepitelial de las monocapas de células de la linea de epitelio intestinal T84 (Mel y
col . 2000) Adicionalmente, se ha demostrado que la producciéon de esta proteasa es
inducida en ambientes con limitaciones de nutrientes y es fuertemente inhibida por la
glucosa (Benitez y col. 2001).

Otro factor soluble producido por este microorganismo es la HIyA la cual es segregada
fundamentalmente por los vibriones de biotipo El Tor y cuyo gen demostré tener una
alta homologia entre las diferentes cepas de V cholerae (Brown and Manning 1985)
Aun cuando esta actividad se ha empleado tradicionalmente para diferenciar las cepas
clasicas y El Tor, los aislamientos de algunas cepas EIl Tor de la séptima pandemia no
tienen actividad hemolitica (Barrett y Blake 1981) Esta proteina tiene una potente
actividad citolitica en células de epitelio intestinal y se ha evidenciado que el dafo
celular ocurre por la formacién de poros (Zitzer y col 1997) y vacuolas (Figueroa-
Arredondo y col 2001) en la membrana de las células afectadas

En investigaciones recientes se han descubierto nuevas toxinas que tienen un efecto
directo sobre las células epiteliales, como es el caso de la RTX (Lin y col, 1999 y
Fullner y col 2001) asi como nuevos factores que pueden regular la virulencia de este
microorganismo, como es el caso del factor modulador de la patogenia (Zhang y col
2003)

Si analizamos de conjunto toda esta informaciéon, podremos comprender que un gran

numero de factores de virulencia de esta bacteria son capaces de interactuar
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con las células epiteliales y del sistema inmune de la mucosa intestinal e inducir en ellas

variadas respuestas

2. 3 Las células epiteliales y su expresion tic mediadores inflamatorios.

Las células de los diferentes epitelios son las primeras en interactuar directamente con los
microorganismos patéogenos que llegan a las mucosas Hace soélo algunos afios se tenia la
nocién de que las células del epitelio intestinal tenian la funcién exclusiva de absorber los
nutrientes y transportar electrolitos Sin embargo se ha demostrado que las células de este
epitelio pueden expresar atocinas en respuesta a diversos microorganismos patdégenos
(Eckmann y col . 1993b y Kagnoff y Eckmann. 1997)

Se ha informado que como consecuencia de una invasién bacteriana o por la sola presencia
del LPS bacteriano, las células epiteliales colénicas secretan grandes cantidades de IL-8
(Eckmann y col. 1993a y Shuerer-Maly y col. 1994) Ademas otros factores de virulencia de los
microorganismos, como proteinas solubles, flagelos o toxinas bacterianas pueden inducir la
expresion de IL-8 en estas células (Savkovic y col 1996. Steiner y col. 2000 y Sanfilippo y col.
2000) También se sabe que en respuesta a la infeccion con bacterias invasivas, las células
epiteliales del intestino humano pueden expresar otras citocinas, tales como la MCP-1. el
TNF-a. la IL-1 a y B y el GM-CSF (Reinecker y col 1995. Jung y col. 1995 y Eckmann y col
1995) Adicionalmente se ha visto, que las células epiteliales del colon humano producen el
TGF-B1 (Suemori y col, 1991 y Sanfilippo y col.. 2000) asi como que las bacterias
enteroinvasivas activan la produccion de NO en estas mismas células (Witthéft y col 1998. Liy
col., 1998) Las células de otros epitelios también expresan atocinas por la interacciéon con los
microorganismos Asi las células epiteliales de la mucosa cérvico-utenna producen la IL-1. la
IL-8. la IL 6 y el GM-CSF en respuesta a la infeccion por Chlamydia trachomatis y C psitlaci
(Rasmussen y col , 1997) y los queratinocitos expresan diferencialmente lall 1 lall 6 y la IL-8
al ser infectados por variantes del Streptococcus pyogenes (Wang y col 1997), por sélo citar dos

ejemplos
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Adicionalmente, las células epiteliales pueden funcionar como células presentadoras
de antigenos ya que expresan las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), cooperando con los linfocitos T intraepiteliales (LTle) asi
como con los de la lamina propia y los foliculos linfoides (Sanz 2001) Se ha
demostrado que el IFN-y aumenta la expresién especifica de la proteina CD1d un
posible ligando de los LTle en las células intestinales (Colgan y col. 1996) asi como
que las células de la linea HT29 que expresan las moléculas MHC-IlI estimulan la
produccién del TNF-a y el IFN-y en los LTle (Chen y col 1996).

Todas estas observaciones apuntan hacia un importante papel de las células epi-
teliales como primera linea de defensa mucosal del hospedero ya que sirven como
sensores de las infecciones bacterianas y producen sefales que estimulan a las

células de la inmunidad innata y adaptativa

2.4 Respuesta inmune e inflamacion.

Dentro de los mecanismos mmunologicos que permiten combatir las infecciones se
encuentran la inmunidad innata y la adaptativa En ambas se activan un grupo de
células efectoras que producen diferentes biomoleculas mediadoras de la respuesta
inmune Muchas de estas células efectoras y los mediadores producidos por ellas
tienen la capacidad de eliminar microorganismos patégenos del TGl humano, lo que
amplifica la funcién de barrera de la mucosa intestinal La adherencia de los
microorganismos a la superficie mucosal es un paso critico en la colonizacién por
tanto, la inhibicion de la colonizacion por sustancias con actividad batericida y la
presencia de anticuerpos especificos de la clase IgA son fundamentales en la
proteccién de las mucosas El ciclo de las células productoras de IgA se inicia en las
placas de Peyer Estas zonas de la mucosa estan cubiertas por una capa de células
epiteliales especializadas (células M) que son reconocidas por sus importantes
funciones inmunoldgicas Las células M capturan los antigenos en el lumen intestinal y
los transportan de forma intacta hacia el interior de las placas de Peyer donde
abundan las células presentadoras de antigenos tales corno células dendriticas y
macrofagos Estas captan el antigeno y lo procesan para posteriormente presentarselo

a los linfocitos T via Th3 para asi
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estimular la proliferacién y diferenciacion parcial de células B productoras de IgA (Sanz, 2001)
Posteriormente, estos linfocitos B pasan a los nodulos linfoides mesentéricos regionales,
siendo transportados a través del conducto toracico a la circulacion sanguinea de donde
regresan al tejido mucosal para sufrir su diferenciacién final (Mowat y Vmey. 1997 y Charles y
col . 2001). La IgA producida a este nivel se une a un receptor poliglobulinico presente en la
membrana basal de las células epiteliales, es internalizada y transportada a su extremo
luminal donde finalmente es fragmentado el receptor, dando lugar a la IgA; o IgA secretora
(IgAs) (Charles y col. 2001)

La IgAs generada contra las moléculas de las superficies microbianas han demostrado que
impiden la adherencia de los microorganismos al TGl (Svennerholm y col 1989) Los
anticuerpos del isotipo IgA, son capaces, ademas de neutralizar enzimas y toxinas, ya sea
mediante el bloqueo de su interaccioén con los sustratos

o por la induccién de cambios conformacionales en las moléculas que afectan sus funciones
biolégicas Por lo anterior, la IgAs ejerce su funcién protectora a travez de una accion
antibacteriana y/o antitdéxica (Svennerholm y col 1994 y Holmgren y col 1993) Por otra parte
se ha visto que la IgAs se unen especificamente a las pilinas bacterianas con grupos manosa
en su estructura (Wold y col 1990). lo que aumenta la capacidad de esta inmunoglobulina para
aglutinar bacterias con la consiguiente disminucion de su adherencia a las mucosas

V' cholerae coloniza el intestino humano para luego ponerse en contacto con las células M
del TGI. lo que constituye un potente estimulo para el sistema inmune de mucosa EI colera
produce una potente respuesta inmune mucosal y sistemica contra el LPS bacteriano y la TC.
asi como contra otros componentes de la superficie del microorganismo Esto resulta en una
larga protecciéon contra la enfermedad (Glass y col 1983. Jertborn y col . 1986 y Qadn y col .
1997a y 1997b) Atendiendo a la patogenia de esta afecciéon la bacteria no penetra mas alla
del epitelio intestinal durante la infeccién, por lo que la inmunidad protectora contra el colera
depende fundamentalmente de los mecanismos preventivos contra la colonizacién basados en
la IgAs Sin embargo, se ha observado que esta enfermedad produce altos titulos de
anticuerpos de tipo IgG en sangre contra la TC y el LPS (Oadn y col 1999) lo que ha llevado a
pensar que esta clase de inmunoglobulina puede jugar un papel en la proteccion a nivel de

mucosa, ya que

16



se le ha encontrado con frecuencia en la bilis y en los fluidos intestinales (Jelonek y col , 1993
y Pngent-Delecourt y col.. 1995) Ademas, se ha demostrado que la IgG es capaz de mactivar
un inoculo de \/ cholerae en la mucosa intestinal fSzu y col . 1994 Robbins y col, 1995.
Bougoudogo y col, 1995). La infeccidon con \/ cholerae produce una proteccién de al menos tres
afios en personas convalecientes de la enfermedad (Kaper y Levine, 1990) e induce una
respuesta de anticuerpos vibriocidas en sangre, los cuales estan dirigidos contra los
antigenos somaticos O de la bacteria (Gras y col 1983 y Qadri y col . 1995). Estos ultimos
sirven de patrén para la busqueda de una vacuna efectiva contra el célera ya que existe una
estrecha correlacién entre el titulo de anticuerpos vibriocidas sericos y la proteccion (Glass y
col 1983 y Wasserman y col.. 1994).

La inflamacion es parte de la respuesta inmune innata y se caracteriza por producir dolor,
enrojecimiento, aumento de la temperatura e hinchazén en los tejidos infectados lo que refleja
tres cambios fundamentales en los vasos sanguineos que irrigan estos tejidos En primer lugar
se produce un incremento en el diametro de los vasos sanguineos, lo que aumenta la
irrigacion local de sangre y disminuye la velocidad de su flujo en los vasos, de ahi que
aumente la temperatura y ocurra un enrojecimiento en la zona de la infeccion En segundo
lugar, las células endoteliales que recubren los vasos sanguineos expresan moléculas de
adhesion especificas que atrapan a los leucocitos, monocitos y linfocitos circulantes y pro-
mueven su migracion hacia el tejido infectado Por ultimo ocurre un aumento de la
permeabilidad vascular con el consiguiente incremento de la salida de liquido células y
proteinas de los vasos y su acumulacion en las zonas infectadas, 1o que produce el dolor y la
hinchazén en los procesos inflamatorios Todos los cambios que ocurren en los vasos
sanguineos durante una respuesta inflamatoria son inducidos por un grupo de mediadores y
atocinas producidas por las células epiteliales y los macrofagos al enfrentarse con los
microorganismos Los mediadores y atocinas que participan en el establecimiento y
amplificacion de los procesos inflamatorios son llamados de manera general, mediadores y
atocinas inflamatorias

Tradicionalmente se ha considerado que la infeccién con V cholerae no produce una respuesta
inflamatoria en el TGl humano Sin embargo, el incremento de macréfagos y la presencia de

neutrofilos en la mucosa intestinal de los pacientes con
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colera severo han hecho pensar en la participacion de un proceso inflamatorio en la
enfermedad (Mathan y col. 1995 y Qadri y col 2002 y 2004) Se sabe ademas que estos
pacientes tienen mas nitritos y nitratos, metabolitos estables del NO. en el suero, que los
individuos sanos o que ellos mismos en la fase de convalecencia de la enfermedad (Janoff y
col., 1997 y Qadn y col , 2002) De igual forma los pacientes de codlera severo tienen niveles
elevados de superéxido dismutasa en el suero y de mieloperoxidasa en la mucosa intestinal y
las heces (Qadri y col 2002 y 2004). lo cual sugiere que el estrés oxidativo puede jugar un
papel importante en los mecanismos de defensa innata de los humanos contra el colera Otro
aspecto que apunta hacia la participacion de una respuesta inflamatoria en la enfermedad, es
el hecho de que los individuos infectados con V cholerae 01 y 0139 tienen un incremento del
TNF-q, la a -defensina y la eotaxina en la mucosa del intestino delgado, durante la fase aguda
de la enfermedad (Qadn y col 2004)

La presencia de IL-8 en las heces de los voluntarios inoculados oralmente con cepas
toxigenicas de \/ cholerae y de lactoferrina en las heces de pacientes con colera clinico o
experimental (Silva y col. 1996 y Qadri y col 2002) son también evidencias de la participacion
de un proceso inflamatorio en el célera No obstante debemos sefialar que los niveles de IL-8 y
lactoferrina en las heces de voluntarios inoculados con cepas toxigenicas de \/ cholerae 01 y
0139 fueron mucho menores que los inducidos por la cepa vacunal reactogémca CVD110 (Sil-
va y col 1996) Lo anterior llevd a estos investigadores a sugerir que algun factor presente en
las cepas virulentas y ausente en las cepas vacunales, podria ser el responsable de regular la
respuesta inflamatoria en los voluntarios que recibieron las cepas toxigénicas de \/ cholerae
La IL-8 es un potente quimioatrayente de neutréfilos y Imfocitos T (Oppenheim y col 1991 vy
Eckmann y col . 1993a) Los primeros producen considerables niveles de lactoferrina en sus
granulos secundarios (Sanchez y col 1992) por lo que dicha proteina es considerada un
marcador de la presencia de neutréfilos en los tejidos (Guerrant y col . 1992) Ademas, se
sabe que la lactoferrina tiene un efecto bactericida sobre varios microorganismos, incluido \/
choleiae (Arnold y col 1980)

Por todo lo anterior queda clara la participacion de un proceso inflamatorio en el célera Pero

la presencia de células y mediadores inflamatorios, asi como los da-
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fnos histolégicos producidos en la mucosa intestinal de los enfermos de colera son menores
que los observados en pacientes infectados por Shigella (Ragib y col . 2000) o Vibrio
parahaemolyticiis (Qadri y col 2003). Estos microorganismos producen diarreas en los
individuos infectados, con una alta presencia de células y mediadores inflamatorios en la
mucosa intestinal y dafios histopatoléogicos de moderados a severos del TGI, que estan
ausentes en los pacientes de célera Adicionalmente. se ha reconocido que el proceso
inflamatorio de los pacientes con colera clinico es de bajo grado y debe ser dtil
fundamentalmente para disminuir la cantidad de vibriones en el intestino y para ayudar al

establecimiento de la respuesta inmune adaptativa contra V cholerae (Qadri y col 2002 y 2004)

2.5 Toxina del célera e inmunomodulacion.

La TC es uno de los inmundgenos orales mas potentes que existen (Lycke y Holmgren. 1986).
siendo también capaz de aumentar la respuesta inmune a antigenos que sean suministrados
junto con ella (Holmgren y col. 1993.) La TCB y la subunidad B de la toxina termolabil de
Escherichia coli tienen propiedades adyuvantes posiblemente por su capacidad de unirse
especificamente al GM-1 (Francis y col 1992. Ong y col. 2003 y Albu y col., 2003). Sin
embargo, esta propiedad es mayor para la TC dada su actividad ADP-ribosil transferasa
(Lycke y col 1992 y Bagley y col . 2002).

La TC produce variados efectos en las células del sistema inmune Se ha demostrado que esta
toxina induce una respuesta de células T del tipo Th2 y posiblemente Th3 que se caracteriza
por la produccion de las atocinas IL-4 IL-5. IL-6 e IL 10 y las inmunoglobulinas IgG 1. IgA e
IgE (Xu-Amano y col . 1994 y Marinaro y col 1995) Ademas, se sabe que la TC inhibe la
proliferacion y la produccion de atocinas activadoras de las células del tipo Th1 (Mufioz y col .
1990) y se piensa que esto ocurre fundamentalmente por la inhibicion que la TC ejerce sobre
la produccion de atocinas inflamatorias tales como la IL-1, IL-12 y el | Nf a en los monocitos
que derivan en células dendriticas (MDCD) (Braun y col 1999 Gagliardi y col 2000 Martin y col
2001 y Bagley y col, 2002) y por su inhibicién sobre la expresion de los receptores de

superficie de la IL-12 en las
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células T inmaduras (Braun y col 1999). La TC ademas, estimula la maduracién de los MDCD
de ratones a células dendriticas (CD) productoras de IL-4 en presencia del IFN-y o del TNF-
a, las que a su vez promueven la proliferacion de células del tipo Th2 (De Jong y col . 2002)
Muy recientemente se ha demostrado que esta toxina también induce la migraciéon de las CD
desde la region subepitelial hacia las areas ricas en linfocitos T y B de las placas de Peyer
(Shreedhar y col . 2003). Todas estas actividades de la TC sobre las células del sistema
inmune inhiben la amplificacién de un proceso inflamatorio y promueven el establecimiento de
una respuesta del tipo Th2

Aun cuando el patréon de atocinas que induce la TC en las células inmunocompetentes ha
sido ampliamente estudiado, poco se conoce de la induccién de citocinas en células de
epitelio intestinal expuestas a la TC No obstante se ha demostrado que esta toxina induce la
produccién de la IL-6 en células de epitelio intestinal de ratas (McGee y col 1993) una citocina
reconocida como proinflamatoria toria pero que puede ejercer una efecto anti-inflamatorio ya que
es capaz de inhibir la respuesta Th1 en varios sistemas (Barton. 1997). Ademas se ha infor-
mado que la TC induce la produccioén de la IL-6. la IL-10 una atocina anti- inflamatoria. y del
receptor de la IL-1 a una importante molécula anti-inflamatoria en una linea de epitelio
intestinal humano (Soriam y col 2002) Todas estas acciones de la TC sobre las células
epiteliales fueron dependientes de la actividad ADP-ribosil transferasa de esta toxina vy
evidencian que la misma induce un patrén de atocinas que puede crear un ambiente anti-

inflamatorio en la mucosa intestinal

2.6 Vacunas contra el cidlera y reactogenicidad.

El hecho de que las personas expuestas a una infeccion con V. cholerae, después de su
convalecencia, raramente vuelven a contraer la enfermedad apunta a la posibilidad de
desarrollar vacunas vivas efectivas contra este patégeno humano Mas de cien anos enlazan la
primera vacuna (viva, parenteral) contra el colera utilizada en ensayos clinicos en 1885 y los
ensayos de los candidatos vacunales actuales Durante todo este tiempo se han realizado

grandes esfuerzos para el
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desarrollo de una vacuna eficaz contra esta enfermedad, que continia siendo un gran
problema de salud en paises subdesarrollados Para sélo poner un ejemplo en la primavera del
2002, en Bangladesh se informaron mas de 30 000 casos de colera y en el resto de las areas
endémicas del mundo se informaron brotes anuales de la enfermedad (Sack y col, 2004)
Diferentes autores coinciden en sefialar que la vacuna ideal contra el célera debe inducir una
alta y prolongada proteccion a los pocos dias de aplicada y que dicha aplicacion debe ser
unica y oral por ser V. cholerae una enterobacteria Ademas, esta vacuna debe ejercer una
estimulacion 6ptima del sistema inmune de la mucosa intestinal sin producir efectos adversos
en los vacunados, asi como debe tener el menor impacto ambiental posible (Mekalanos y col
1995). Mas aun debe proteger a todos los grupos humanos incluyendo a nifos pequefios y a
individuos que tienen grupo sanguineo O (un factor de riesgo para el colera gravis Kaper y col
1994) Hasta hoy. no se cuenta con una vacuna totalmente efectiva contra esta devastadora
enfermedad, pero existen tres vacunas de colera disponibles comercialmente (Calderwood y
Edward 2000):

1- Vacuna parenteral de vibriones inactivados con fenol, la cual consiste en 10° organismos
de esta bacteria, de los biotipos clasicos y El Tor y los serotipos Inaba y Ogawa Esta vacuna
fue efectiva durante seis meses en aproximadamente el 50% de los individuos inoculados
cuando los mismos fueron retados con una cepa virulenta de V cholerae 01 Esta vacuna no
protegid contra el colera causado por el serogrupo emergente 0139 y presento una alta
incidencia de efectos adversos (Levine y col. 1992) Por estas razones esta vacuna parenteral.
licenciada en los Estados Unidos, tiene un empleo muy limitado y la OMS no recomienda su
uso

2- Vacuna de células muertas suplementada con la TCB la cual contiene 1 mg de TCB y 10’
organismos muertos por tratamiento con formalina o calor, de V choreare 01 de los biotipos
clasico y El Tor y los serotipos Inaba y Ogawa Esta vacuna es aplicada oralmente en 2 dosis,
la segunda de ellas ha sido administrada a los voluntarios entre los 7 y los 42 dias posteriores
a la primera inoculacién fue probada en Bangladesh (Clemens y col 1986 y Clemens y col.
1990). donde mostré un 85 % de eficacia en los primeros 6 meses del estudio Su eficacia

disminuyo a un 62% y un 50% a los 12 y 36 meses del ensayo respectivamente
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Ademas, estos estudios revelaron que en los primeros 6 meses la proteccion fue igualmente
alta para los nifios de todas las edades y no se observaron efectos adversos en los
vacunados Sin embargo, la eficacia decrecié significativamente a los 36 meses para nifios de
2 a 5 afnos (26%). si se compara con el resto de los individuos mayores de 5 afos (63%)
(Clemens y col, 1990). Por otra parte, a los tres afios de la ultima inmunizacién este
preparado vacunal sélo protegié a un 39% y un 58% de los individuos contra la infeccién por \/
Cholerae de los biotipos ElI Tor y clasico, respectivamente, asi como mostré un efecto
protector menor en individuos del grupo sanguineo O Esta vacuna presenta como principales
dificultades la poca proteccion que ofrece en nifios menores de 5 afios y la relativa corta
duracioén de su proteccién

3- Vacuna viva atenuada genéticamente. Recientemente se han construido diferentes cepas
vacunales vivas utilizando técnicas recombinantes. entre ellas la JBK70 y la CVD103-HgR
generadas en el centro de desarrollo de vacunas en Baltimore EUA La primera proviene de la
cepa toxigénica N16961. no posee genes ni para TCA ni para TCB y aunque brindd una
elevada proteccién contra el reto con una cepa epidémica, indujo una alta reactogenicidad en
los vacunados devine y col. 1988a). Un aspecto interesante derivado del ensayo con la JBK70
fue la solida protecciéon alcanzada en ausencia de anticuerpos antitoxina, lo que evidencia que
los anticuerpos protectores en esta enfermedad son fundamentalmente contra la bacteria La
segunda. CVD103-HgR. es la unica vacuna viva contra el cdlera que se comercializa
actualmente y se construyé a partir de la cepa clasica 569B por delecion del gen que codifica
para TCA Posteriormente, se insert6 como marcador un gen de resistencia al mercurio en el
locus hlyA Esta cepa ha sido intensamente investigada en ensayos controlados en voluntarios
y resulto tener muy pocos efectos adversos al emplearse en una dosis unica de 10%-10°
unidades formadoras de colonias (UFC) por voluntario. Ademas, presentd altos niveles de
proteccion (94%-100%) contra las diarreas severas o moderadas producidas por una cepa
toxigénica en voluntarios americanos e indujo altos titulos de anticuerpos vibriocidas en el
92% de los vacunados (Levine y col.. 1988b. Levine y col 1993 y Tacket y col. 1999). Sin
embargo esta proteccion no fue igual para las cepas clasicas (82% 100%) que para las cepas
El Tor (62%-80%) con independencia del serotipo de la cepa virulenta empleada (Levine y

col., 1993 Le-
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vine y col. 1994, y Losonsky y col , 1996) Por otra parte, no se obtuvieron los mismos
resultados al evaluar esta vacuna en 65000 voluntarios de Indonesia donde sélo el 70% de los
vacunados desarrollaron una seroconversion de anticuerpos vibriocidas y la incidencia de
casos de colera aunque muy baja para esta zona geografica, resultd igual para los placebos
que para los vacunados (Richie y col . 2000) Teniendo en cuenta lo anterior, esta vacuna
presenta como principal dificultad la poca proteccién que ofrece contra las cepas del biotipo
predominante en las zonas endémicas y epidémicas (biotipo El Tor) Ademas se requieren mul-
tiples dosis para lograr una buena respuesta inmune debido a su pobre capacidad de
colonizacion, heredada de su cepa parental

Como se sefala anteriormente, ninguna de las vacunas disponibles comercialmente son
capaces de conferir una duradera proteccion contra el biotipo EI Tor. predominante en las
epidemias actuales, ni contra el serogrupo emergente 0139 Por lo tanto, varios grupos de
trabajo han desarrollado nuevos candidatos vacunales de diferentes tipos, entre los que se
encuentran una variante mejorada de bacterias muertas que combina V cholerae 01 y 0139 en
diferentes presentaciones (Jertborn y col 1996 y Trach y col. 1997 y 2002) una vacuna
parenteral del antigeno O del LPS bacteriano conjugado con diferentes proteinas del
microorganismo (Gupta y col 1998) y varios candidatos vacunales vivos de V cholerae 01 del
biotipo El Tor y el serogrupo 0139 (Levine y col. 1993. Pearson y col 1993 y Taylor y col 1999)
De todos ellos los candidatos vacunales vivos siguen siendo los mas promisorios para lograr
una eficaz y duradera proteccion contra el colera, asi como para ser empleados como
vectores de expresidon para presentar antigenos foraneos en la superficie de la mucosa
intestinal (Ryan y col . 1999 y 2000). Nuestro pais también ha llevado a cabo un conjunto de
investigaciones con el objetivo de desarrollar una vacuna eficaz contra el colera y de ha
trabajado fundamentalmente con la vanante de vacunas atenuadas por ingenieria genética
Como resultado de estas investigaciones, se obtuvo una primera generacion de cepas
vacunales, las cuales presentan como genotipo relevante la delecién de todos los genes del
profago CTXo (Benitez y col . 1996) Entre estas cepas se encuentran la 81 y la 413 Las cepas
638 y 1333 se obtuvieron a partir de la 81 y la 413 respectivamente por la interrupciéon del gen
hap que codifica para HAP con un gen marcador que codifica para la endoglucanasa A de

Clostndium ther-
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mocellum, la cual tiene actividad celulolitica (Robert y col . 1996). Con esta misma metodologia
se han obtenido varios candidatos vacunales 0139 (Leddén y col 2003) Las cepas vacunales
81, 413, 638 y 1333 fueron ensayadas en diferentes modelos animales y demostraron que
estan efectivamente atenuadas y que estimulan una respuesta inmune (Cedré y col ,1998 y
Garcia y col . 1998). Estas cepas vacunales tienen que ser evaluadas en ensayos controlados
en humanos para conocer si producen efectos adversos y si estimulan una respuesta inmune
adecuada, asi como se debera evaluar la eficacia protectora de ellas en estudios de reto con
una cepa virulenta de \/ cholerae

Las vacunas vivas tienen dos desventajas fundamentales a) el impacto ambiental que
producen estas cepas al ser excretadas por los voluntarios que son inoculados por via oral,
con el consiguiente riesgo de readquirir los genes de la toxina del colera y convenirse en
toxigénicas (Waldor y Mekalanos. 1996 y Davis y Waldor 2003) y b) el desarrollo de
reacciones adversas en los individuos inmunizados Muchos de los candidatos vacunales vivos
contra el codlera han producido "reactogenicidad" en los voluntarios, termino usado para
denotar cepas que producen diferentes efectos adversos, tales como diarrea vémito, fiebre,
dolor de cabeza dolor abdominal, meteorismo acidez y malestar general Pero es la diarrea el
mas frecuente y severo de todos estos efectos adversos, por lo que ella define la reac-
togenicidad de los candidatos vacunales contra el célera (Levine y col . 1988a Tacket y col .
1993 y Taylor y col 1994). Las bases moleculares de la reactogenicidad no estan claras, pero
hay algunas evidencias que apuntan hacia el desarrollo de una respuesta inflamatoria en la
mucosa intestinal Mekalanos y col en 1995 fueron los primeros en sugerir una posible
respuesta inflamatoria local basados en la significativa diferencia de reactogenicidad
observada en los voluntarios que fueron inoculados con cepas vacunales motiles y no moatiles
sin que se observara una diferencia en la induccidon de la respuesta inmune sistémica entre
los dos tipos de cepas vacunales (Coster y col . 1995 y Kenner y col 1995) Entonces, estos
investigadores sugirieron que la reactogenicidad podria estar dada por un proceso inflamatorio
local dado el estrecho contacto entre las cepas vacunales de V cholerae y las células
epiteliales Para ello tomaron en cuenta que las células epiteliales estan cubiertas por una

capa de mucus que dificulta la llegada de los vibriones no motiles hasta la superficie del
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epitelio, hecho que disminuye la interaccién bacteria/célula epitelial y por tanto la induccion de
una respuesta de atocinas proinflamatorias Por otra parte, la similar respuesta inmune
presentada por los voluntarios vacunados con ambos tipos de cepas podria deberse a que las
células M. que estan cubiertas por una capa menos gruesa de mucus no ofrecen la misma
resistencia a la llegada de los vibriones no motiles a ellas (Mekalanos y col.. 1995) Por este
motivo, estas cepas y sus componentes son transportados a la zona subepitelial en la misma
magnitud que las cepas motiles para ser enfrentadas a las células presentadoras de antigenos
de las placas de Peyer

Las primeras evidencias experimentales de la hipoétesis inflamatoria se tuvieron con la
inmunizacién por via oral de voluntarios con la cepa CVD110 (reactogénica) la cual produjo
grandes cantidades de lactoferrma y un incremento de IL-8 en las heces de los voluntarios
vacunados, mientras que la cepa CVD103-HgR (no reactogenica) solo indujo niveles discretos
de estos mediadores inflamatorios (Silva y col. 1996). Lo anterior apunta hacia un
componente inflamatorio en la reactogemcidad producida por los candidatos vacunales vivos
de V cholerae Por otra parte se piensa que la reactogemcidad debe ser causada por uno o va-
nos factores reactogemcos producidos por los vibriones Se ha postulado que las toxinas
accesorias de este microorganismo, como son la HylA la HAP y la RTX pudieran participar en
la produccion de efectos adversos en los voluntarios inoculados con las cepas vacunales
vivas de céblera Esta idea se basa, en que a todas estas toxinas se les han demostrado
acciones especificas sobre las células del epitelio intestinal in vitro (Fullner. 2003) que
pudieran contribuir a la reactogenicidad por mecanismos inflamatorios u otros mecanismos
Teniendo en cuenta que uno de los dos peores atributos de las vacunas vivas ha sido la
reactogemcidad el conocimiento de los mecanismos y los factores involucrados en los

procesos reactogenicos deben influir en el desarrollo de mejores candidatos vacunales
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3- Materiales y métodos.

3.1 Cepas cultivos celulares.

Las cepas de V cholerae utilizadas en estos trabajos aparecen en la Tabla 1 Las cepas
vacunales muertas por tratamiento térmico conservaron su morfologia celular y la integridad
de sus antigenos superficiales mas importantes (Gemma Afio y Arturo Talavera Instituto
Finlay. comunicacién personal, 2003) Se emplearon dos lineas celulares en los experimentos
La primera fue la HT29-18N2 un clon derivado de la linea HT29 (adenocarcinoma de epitelio
intestinal humano. ATCC HTB-38) donada por el Dr. Tom E Phillips del Departamento de
Microbiologia Molecular e Inmunologia de la Universidad de Missouri. Columbia EUA La linea
de macréfagos munnos J774.A2 (ATCC. HB-197) fue donada por el Dr Rene Delgado del
Departamento de Farmacologia del Centro de Quimica Farmacéutica. La Habana. Cuba Antes
de la experimentacioén las células fueron mantenidas en medio Dulbecco modificado (catalogo
D-6171) para la HT29-18N2 y RPMI (catalogo R-8005) para la J774 A2 y suplementados con
suero fetal bovino al 10%. penicilina estreptomicina (100 pg/mL y 100 pyg/mL respectivamente)
y fungizona (2 5 pg/mL) denominados en lo adelante medios completos Las lineas celulares
fueron siempre incubadas en una atmosfera de 5% de CO, a 37°C Los medios y todos los

suplementos fueron suministrados por SIGMA (St Louis. MO EUA)

TABLA 1 Cepas de Vibrio cholerae usadas en los experimentos

Cepas Genotipo y fenotipo relevante

C7258' Cepa salvaje toxigémca, 01. El Tor, Ogawa. de Peru
81 Mulante \CTX¢. 01 El Tor. Ogawa, de C7258

638 Mutante hap celA de 81

C6706' Cepa salvaje toxigénica, 01 El Tor, Inaba. de Peru
413 Mutante \CTX¢ 01 EIl Tor, Inaba. de C6706
CVD103HgR Mutante \ctxA), hlyA mer 01. clasica. Inaba. de 569B
JBK702 Mutante \(ctxA ctxB). 01, El Tor, Inaba. de N16961

'Donadas por el profesor Richard Fmkelstem del Departamento de Microbiologia Molecular e In-
munologia de la Universidad de Missouri. EUA
’Donadas por el profesor James B Kaper del Centro de Desarrollo de Vacunas de Baltimore. EUA.

3.2 Reactivos empleados y preparaciéon del LPS de V cholerae.
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La TC, el L-NMMA, el FMA, la IL-1 humana, el IFN-y humano. TNF-a humano y el GM-1
fueron suministrados por SIGMA (St Louis, MO. EUA) EI AcM murino 4G1E5 fue obtenido en
nuestro laboratorio y reconoce la subunidad B de la TC (Benitez y col . 1996)

La cepa salvaje de V cholerae 01. El Tor Ogawa. C7258 fue empleada para purificar el LPS
Se utilizé la metodologia tradicional (Westphal y Jann. 1965). Las células fueron tratadas con
una mezcla de fenol y agua, luego la fase acuosa fue dializada contra una solucién de NaCl
tamponada con fosfatos. pH 7.4 (SSTF) y el LPS fue recobrado por precipitacién con etanol
Mas tarde, éste fue tratado con las enzimas proteinasa K. desoxirribonucleasa y ribonucleasa
para eliminar las proteinas y los acidos nucleicos contaminantes Su pureza fue determinada
por electroforésis en un gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio y
tincion con nitrato de plata Finalmente la concentracién del LPS fue determinada por un
método colorimétrico (Dubois y col . 1956) Se tomaron O 2 mL de la solucién de LPS y se le
afadié igual volumen de una solucién de fenol 5% Luego se adiciono 1mL de acido sulfarico
98% y se incubo durante 10 minutos a 25 C Al finalizar la incubacion se ley6 la reaccion a 490
nm y se calculé la concentracion empleando la formula D.O.4,90nm x pendiente de la curva

patrén x dilucién La curva patrén fue una solucion de glucosa en el rango de 10-60 pgmL™’

3.3 Preparacion de los inoeulos bacterianos para la linea HT29-18N2.

Para enfrentar las células epiteliales con las diferentes cepas vacunales de V. cholerae se
emplearon siempre placas estériles de 6 pozos (Costar Laboratories Cambridge Mass. EUA) y
se prepararon los inoculos bacterianos para los diferentes experimentos segun Benitez y col.
(1997) Para ello, se emplearon placas de medio Luria-Bertam con agar (LBA Oxoid. UK).
donde fueron sembradas las cepas de V cholerae en forma de estrias semiconfluentes a lo
largo de toda la placa y se incubaron a 37°C durante toda la noche Luego el crecimiento
bacteriano fue recogido en 5 ml de medio de Dulbecco y a partir de esas suspensiones
celulares se prepararon diluciones 1/1000 de cada cepa Las concentraciones de los vibriones
en los moculos fueron determinadas por el método de diluciones senadas en SSTF estéril y

siembra de gotas de 10 uL por duplicado en placas con LBA y se expresan en UFC
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3. 4 Experimentos de adherencia Vitalidad celular.

Los experimentos de adherencia se realizaron con las 7 cepas de V. cholerae y consistieron
en determinar la cantidad de bacterias adheridas a las células epiteliales alas 0 5. 2. 4.y 8
horas posteriores a la inoculacion Para ello se realizé el siguiente protocolo de trabajo Para
cada cepa se tomaron dos pozos de cultivo de células epiteliales crecidos a confluencia a los
cuales se les habia cambiado el medio completo por medio sin suero fetal bovino y sin
antibioticos, 24 horas antes del experimento Cada pozo fue inoculado con 2 mL de la cepa
correspondiente, luego se incubaron durante 30 minutos a 37°C en una atmodsfera de 5% de
CO2. Seguidamente se retiraron los sobrenadantes de cultivo y los pozos se lavaron tres
veces con SSTF estéril para eliminar las bacterias no adheridas a las células epiteliales, se
les anadio medio fresco y se incubaron bajo las mismas condiciones durante siete horas y
media mas.

Una vez concluido cada tiempo de incubacion, se retiraron los sobrenadantes y se lavaron los
pozos 2 veces con SSTF estéril para luego adicionar una solucion de SSTF con Tritén X-100
al 1% para lisar las células HT29-18N2 Las placas se agitaron en una zaranda por 30 minutos
a 25°C, la suspension resultante fue homogeneizada por repetidos pipeteos en los pozos y la
concentracion de vibriones presentes en dichas suspensiones fue determinada por diluciones
seriadas en SSTF estéril y siembra de gotas de 10 uL por duplicado en placas con LBA La
vitalidad de las células de la linea HT29-18N2 fue evaluada por el método de tincién por
exclusion con el colorante Azul de Trypan y conteo en un hematocitometro de Neubauer. Los
conteos se hicieron en dos pozos independientes que contenian las cepas de V. cholerae y se
tomaron dos pozos sin bacterias como control de la maxima vitalidad de las células
epiteliales. Las determinaciones se hicieron al comienzo y a las 8 horas después de haber
inoculado cada cepa de V. cholerae para calcular el numero de células totales y de células

vivas en ambos tiempos y entonces determinar los % de vitalidad
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3. 5 Experimentos de induccién de mediadores inflamatorios en las lineas
celulares HT29-18N2 y J774.A2.

3.5.1 Linea celular de epitelio intestinal humano HT29-18N2.

Cepas vacunales vivas de V. cholerae.

Para determinar la produccién de mediadores inflamatorios por las células epiteliales
expuestas a las cepas vacunales vivas o muertas de V. cholerae se realizaron tres
experimentos independientes con duplicados en cada uno Las células epiteliales sin estimular
fueron empleadas como control negativo de la produccion de los mediadores estudiados

El objetivo fue saber si las cepas candidatos vacunales de V. cholerae inducian una respuesta
de ARNm de la IL-1 a. la IL-8, el TNF- a. la MCP-1 el GM-CSF el TGF- 31 y de la iNOS en el
tiempo y si la misma es diferente para las cepas reac- togénicas y no reactogemcas También
se amplifico el ARNm de la proteina de expresion constitutiva B-actina como control de los
niveles de concentracion de los ARN totales de partida En estos experimentos se siguid el
mismo protocolo que en los de adherencia y se prepararon los inéculos de la forma descrita
anteriormente La diferencia consistié en que los sobrenadantes de los cultivos a las 8 horas
después de inoculadas las cepas vacunales, fueron centrifugados a 13000 x g durante 15
minutos en una centrifuga de tubos eppendorf (Eppendrof. Alemania) y guardados a -20"C con
el objetivo de detectar la presencia de mediadores inflamatorios en ellos Ademas, luego del
lavado de los pozos con SSTF esteril en cada tiempo de toma de muestra se anadié una

solucion de extraccion de ARN en lugar de la solucion SSTF con Tritéon X-100

Cepas vacunales muertas de V. cholerae.

Las cepas vacunales muertas se afadieron a los cultivos de HT29-18N2 en una concentracion
aproximada de 10 UFC mL y se incubaron durante 8 horas a 37°C en atmoésfera de 5% de CO,
sin realizar el paso de extraccion y lavado que se le hace a cada cepa viva a los 30 minutos
después de su inoculacion Al igual que con las cepas vacunales vivas se purifico ARN total de
las células epiteliales alas 0 5 2 4 y 8 horas de incubacion con los vibriones, para detectar la

expre-
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sion de ARNm de las citocinas IL-8, TNF-a y GM-CSF y se tom6 sobrenadante de los cultivos

a las 8 horas para evaluar la presencia de dichas atocinas

Cepas vacunales vivas con aditamentos tipo Transwell.

En los experimentos con aditamentos tipo Transwell se emplearon dispositivos de 24 nim de
diametro con una membrana de 0.1 ym de tamafio de poro (Costar Laboratories, Cambridge,
Mass. EUA). para impedir el contacto directo de los vibriones con las células epiteliales Los
aditamentos se colocaron dentro de los pozos que contenian las monocapas de células HT29-
18N2 adheridas en el fondo se les anadi6 1 mL de medio Dulbecco fresco y se dejaron
incubar por 1 hora a 37°C en atmosfera de 5% de C0, Seguidamente las cepas vacunales
reacto- genicas vivas fueron inoculadas dentro de los aditamentos a una concentracion
aproximada de 10’ UFC mL™" y se dejaron crecer durante 8 horas a 37 C en atmosfera de 5%
de CO. Al igual que en los experimentos anteriores se purific6 ARN total de las células
epiteliales a las 0.5. 2. 4 y 8 horas de incubacion con las cepas vacunales, para detectar la
expresion de ARNm de las atocinas IL-8 TNF-a y GM-CSF y se tomé sobrenadante de los

cultivos a las 8 horas para evaluar la presencia de dichas atocinas en ellos

Extraccion de ARN.

Se extrajo ARN total luego de enfrentar las células epiteliales con las diferentes cepas
vacunales a las 0 5. 2, 4 y 8 horas en los experimentos de induccion de mediadores
inflamatorios La extraccion de ARN se realiz6 mediante el método de tiocianato de guanidio
fenol-acido-cloroformo (Chomczynski y Sacchi . 1987) Una vez culminados los tiempos de
incubacién con las diferentes cepas de V cholerae y los controles, los pozos de los cultivos
celulares fueron lavados 2 veces con SSTF Luego se les adiciono 0 5 mL de la solucién de
extraccion de ARN la cual contenia solucion D (tiocianato de guanidio 4 M, citrato de sodio 25
mM pH 7. sarcosil 0 5 % y 2 mercaptoetanol 0 1 M) fenol acido saturado y acetato de sodio 2
M pH 4 Las células fueron disueltas en esta mezcla, la cual se vertié en un tubo eppendotf y
se le afiadieron 50 fil de cloroformo se agito vigorosamente en vortex y finalmente se
centrifugd a 13000 x g en una centrifuga eppendorf (Eppendorf. Alemania) por 15 minutos

para separar las fases Se extrajo la fase acuosa, se le
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afiadio igual volumen de isopropanol y un décimo de volumen de acetato de sodio 2 M pH 4y
se guardé a -20“C durante toda la noche Posteriormente se repitié la centrifugacion a 13000 x
g durante 10 minutos y el sedimento se resuspendié en 300 ul de solucion D. afiadiendo igual
volumen de isopropanol e incubandolo por 1 hora a -20 C La mezcla se centrifugd durante 10
minutos a 13000 x g se lavo el sedimento 2 veces con etanol al 75% y se dejé secar a
temperatura ambiente Finalmente el sedimento fue disuelto en 50 uyl de agua tratada con
dietil-pirocarbonato en un bafo a 62°C durante 10 minutos

La verificacion de la presencia y la integridad de los ARN se realizd mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 12% . Para ello se utilizaron 3 uL de cada solucion de
ARN La concentracion de ARN (ug pL') en cada una de las suspensiones fue determinada
empleando la formula. D O250mn x dilucién / 25 Los ARN se utilizaron para RT-PCR cuando su

relacion de D O 260/280nm fue mayor o igual que 1.6.

Transcripcién reversay PCR

Para comprobar la produccion de los ARNm que codifican la informaciéon para los diferentes
mediadores inflamatorios se realizaron las técnicas de transcripcion reversa y PCR (RT-PCR)
Primeramente se procedid a la transcripcion reversa del ARNm total en ADNc. empleando el
sistema de reverso transcripcion de la firma Promega (Madison. WI EUA) y siguiendo las
recomendaciones del fabricante Se tomaron 1 5 uyg de cada ARN de partida y la reaccién se
llevo a cabo por 1 hora en un bafio a 42° C

Una vez obtenido el ADNc total se procedié a la realizacion de la PCR especifica para todos
los mediadores inflamatorios en estudio y para la [lactina En la PCR se utilizé6 1 yL de cada
ADNc obtenido, en un volumen final de 50 pL. Cada reaccion contenia 0 2 mM de
desoxmucleodsidos trifosfato. 2 mM de MgCL. 0 5 uM de cada cebador (tanto el cebador con
sentido como el antisentido) y 1.25 U de Taq ADN polirnerasa Todos los reactivos utilizados
en la PCR fueron de la firma Boelitinger Mannheim (Alemania) Los ciclos de la PCR contenian
una desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 1 minuto de

desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de alineacion a 60°C, 2 minutos de extension
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a 72°C y se finalizé con 10 minutos de extension a 72°C Los cebadores usados y los pesos
moleculares de cada uno de los fragmentos de ADN amplificados son

B-actina 548 pares de bases

Cebador con sentido 5' GTGGGGCGCCCCAGGCACCA 3

Cebador antisentido 5' CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 3'

IL1-a. 420 pares de bases

Cebador con sentido 5 GTCTCTGAATCAGAAATCCTTCTATC 3

Cebador antisentido 5

CATGTCAAATTTCACTGCTTCATCC 3

IL-8, 302 pares de bases
Cebador con sentido 5' ATGACTTCCAAGCTGGCCGTG 3'
Cebador antisentido 5 TTATGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC 3

iINOS 237 pares de bases
Cebador con sentido 5 AAGCCCCAAGACCCAGTGCC 3
Cebador antisentido 5 CCAGCATCTCCTCCTGGTAGAT 3

TGF-a 200 pares de bases
Cebador con sentido 5 AACATGATCGTGCGCTCTGCAAGTGCAGC 3
Cebador antisentido: 5 AAGGAATAGTGCAGACAGGCAGGA 3

TNF-a 702 pares de bases
Cebador con sentido 5 ATGAGCACTGAAAGCATGATC 3’
Cebador antisentido 5 TCACAGGGCAATGATCCCAAAGTAGACCTGCCC 3

GM-CSF 286 pares de bases
Cebador con sentido 5 ACACTGCTGAGATGAATGAAACAGTAG 3
Cebador antisentido 5 TGGACTGGCTCCCAGCAGTCAAAGGGGATG 3'

MCP-1 510 pares de bases
Cebador con sentido 5 TCTGTGCCTGCTGCTCATAGC 3'
Cebador antisentido 5 GGGTAGAACTGTGGTTCAAGAGG 3

Para comparar las bandas obtenidas en las electroforesis de los productos de las PCR de los
diferentes experimentos, se sacaron fotos instantaneas de los geles se digitalizaron y se
procesaron con el programa Scion Image (Scion. EUA) Con este programa se calcularon los
volumenes totales de cada una de las bandas y se normalizaron contra la banda de B-actina

correspondiente, para luego comparar las densidades relativas de cada una de ellas

Inmunoensayo de enzima ligada (ELISA).

Para corroborar la produccién de las citocinas por las células epiteliales expuestas a las cepas
vacunales de V choleme y los controles, fue necesario determinar si las proteinas
correspondientes a cada una de ellas estaban presentes en los so- brenadantes de los

cultivos de la linea celular HT29-18N2 La medicién de la

32



produccioén de la IL-8. el TNF-a y el GM-CSF por estas células se llevé a cabo con el juego de
ELISA Quantikine de la firma R & D System (Minn , EUA), cuyos limites de deteccion son de
10, 4 4 y 3 yg mL™", respectivamente Se tomaron como muestras los sobrenadantes de los
cultivos celulares de los experimentos de induccion de mediadores inflamatorios en el tiempo,
cuales fueron diluidos apropiadamente El ensayo se llevé a cabo con los sobrenadantes
obtenidos luego de las 8 horas de incubacién de las cepas vacunales de V cholerae con las
células epiteliales, ya que en este tiempo fue donde se observaron las mayores expresiones
de los ARNm de las tres atocinas Las concentraciones de IL-8. TNF-a y GM-CSF en los
sobrenadantes fueron calculadas empleando una curva estandar de cada una de estas
tocinas. En todos los experimentos las células epiteliales estimuladas con la mezcla
inductora (TNF-a. 100 ng mL™"; IL-1a 10 pg mL e IFN-y. 100 U mL) se emplaron como control

positivo de la inducciéon de mediadores inflamatorios en esta linea celular

3 5.2 Linea celular de macréfagos murinos J774.A2.

Induccion de NO y del TNF-a en los macréfagos.

Para los experimentos de induccion de NO y del TNF-a con el LPS de V cholerae las células
de la linea J774.A2 fueron sembradas siempre en placas estenles de cultivo de 96 pocilios
(Costar Laboratories. Cambridge. Mass. EUA). partiendo de una suspension celular de 10°
células mL Luego 5 pozos, en cada uno de los tres experimentos realizados, fueron
estimulados con el LPS de V cholerae 01 (1 yg mL ) y los sobrenadantes de estos cultivos
fueron analizados para detectar la presencia de NO;, y del TNF-a a las 48 y las 18 horas de
incubacion, respectivamente

Los niveles de NO, en los sobrenadantes de los cultivos de macréfagos son una indicacion de
la produccion de NO Este compuesto quimico se determino con una prueba colonmétrica
empleando el reactivo de Gness (Wood y col , 1990) Las alicuotas de los sobrenadantes de
cultivo fueron mezcladas volumen/volumen con el reactivo de Gness (1% de sultamlamida 0
1% de naftil-etilendiamma en 2% de acido fosforico, todos suministrados por MERCK
Alemania) y se dejaron incubar a temperatura ambiente por 10 minutos Luego la absorbancia

fue leida a 540
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nm y las concentraciones de NO, se calcularon empleando una curva estandar de NaNO, (0 a
100 nmoles mL") Para determinar si la producciéon de NO de los macrofagos expuestos al
LPS se debe a la actividad de la iINOS empleamos una solucion de L-NMMA, 500 uM.
inhibidor especifico de esta enzima en pozos controles Ademas, los macrofagos sin estimular
fueron empleados como control negativo en los tres experimentos realizados

El TNF-, se detecté mediante el ensayo de actividad citotoxica sobre la linea de ratéon L929
(Aggarwal y col, 1984). Los sobrenadantes de los cultivos de macréfagos expuestos al LPS
bacteriano fueron afiadidos a la linea L929 e incubados durante 24 horas a 37°C en atmésfera
de 5% de CO?. Luego se retiraron los sobrenadantes y las células fueron tefiidas durante 5
minutos con una solucion de violeta cristal 0 5% en metanol/agua (1/4). La absorbancia fue
leida a 540 nm y las concentraciones del TNF-a de ratén fueron calculadas empleando una

curva estandar de esta citocina (0 a 2000 pg ml™', BASF-Knoll, Ludwigs-hafen Alemania).

Induccién de la respuesta de explosién respiratoria en los macrofagos.

Se preparo una suspension de células de la linea J774.A2 de 10° células mL™" en SSTF se
distribuyd en varios tubos eppendorf en alicuotas de 400 uLy se colocaron a 37°C Luego se
afiadié luminol (40 ug mL™") y los macrofagos fueron estimulados con el LPS de \/. cholerae 01
(1 uyg mL™") o con FMA, estimulador especifico de la RER a una concentraciéon de 3 ug mL™
Seguidamente los tubos fueron agitados suavemente y se colocaron en un luminémetro (LKB.
modelo 1250, Suecia) Las sefales de quirmoluminiscencia se midieron durante 5 minutos a
intervalos de 1 minuto a 37°C. Los resultados se expresan como el area bajo la curva (mV
minuto') Las suspensiones de macrofagos sin estimular fueron empleadas como control

negativo en los tres experimentos realizados
3.6 Accion de la toxina del célera sobre larespuesta de mediadores

inflamatorios en las lineas celulares HT29-18N2 J774.A2.

3.6.1 Linea celular de epitelio intestinal humano HT29-18N2.

34



Accién de latoxina del cllera en larespuesta de produccién de la IL-8.

Para estudiar la acciéon de la TC sobre la respuesta de la IL-8 de la linea epitelial HT29-18N2
a cepas de V cholerae, se analiz6 en primer lugar si esta toxina era capaz de inducir la
produccion de esta citocina en las células epiteliales Lo anterior se realizé afiadiendo la TC
(100 ng mL™") a tres pozos de cultivo que contenian monocapas de células HT29-18N2 en dos
experimentos independientes Estos cultivos fueron incubados 8 horas a 37 C en atmdsfera de
5% de CO0, y finalmente se colectaron los sobrenadantes para detectar la presencia de la IL-8
Por otra parte, se analizo si la TC era producida por las cepas toxigénicas C7258 y C6706 al
ser cultivadas con las células epiteliales durante las 8 horas de experimentacion Las cepas
toxigénicas fueron inoculadas tal y como lo describimos anteriormente para las cepas
vacunales y se analizé la presencia de la TC en los sobrenadantes de cultivo de las células
epiteliales a las 8 horas posteriores a la inoculacién de los vibriones La TC fue detectada
empleando el ensayo de GM-1 ELISA segun la metodologia descrita con anterioridad (Benitez
y col 1996) Las placas de micro-ELISA Maxisorp de 96 pozos se incubaron durante 1 ha 37 C
con GM-1 preparado a una concentracion de 1ug mL en SSTF Luego se afadio leche
descremada al 2% disuelta en SSTF y se incubd 1 h a 37 C Se lavd dos veces con 0 05 % de
Tween-80 en agua destilada (H,0-T) y las muestras se afiadieron e incubaron durante 1 h a
37°C En cada placa se incluyeron diluciones seriadas 1 2 de la TC rango (1.25 - 125 ng mL™)
como patron de cuantificacién Las placas se lavaron dos veces con H,0-T y se incubadaron 1
h a 37 C con el AcM 4E1G5 ajustado a una concentracién de 1 yg mL en SSTF Las placas se
lavaron nuevamente y se incubaron durante 1 h a 37 C con un conjugado de IgG de carnero-
peroxidasa (A-4416. Sigma. EUA) dirigido contra la IgG del raton La dilucién fue de 1 5000 en
SSTF con 0 05% de Tween-80 y leche 1%. Las placas fueron lavadas cinco veces con Hy0-T
Se revelo la reaccién durante 15 minutos con H. O. al 0.04% y O-femlendiamina (1mg mL)
ambos preparados en citrato disédico 0 1 M pH 5.0 La reaccion fue detenida con 50 ul de
H,S0, 2.5 N y la absorbancia se leyd en un lector de placas (Titertek UK) a una longitud de
onda de 492 nm

Postenoimente se evalud la cantidad de la IL-8 presente en estos mismos sobrenadantes de

cultivo Las cepas toxigénicas fueion también crecidas en los medios
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de maxima expresiéon de la TC in vitro (condiciones 6ptimas), caldo Luria Bertam pH 6.5 y
medio AKI, para las cepas clasicas y El Tor respectivamente (Waldor y Mekalanos. 1996 y
Iwanaga y Yamamoto, 1985) Lo anterior nos permitié valorar los niveles de la TC producidos
por cada cepa toxigénica en la nueva condicion de cultivo

Para analizar la accion de la TC sobre la respuesta de IL-8 de las células epiteliales frente a
las cepas vacunales de V. cholerae se procedio de la forma siguiente Las cepas se inocularon
y cultivaron segun el protocolo ya descrito, con la diferencia de que a los 30 minutos, en el
paso de extraccion y lavado, se afiadio medio Dulbecco fresco con la TC a una concentracion
de 100 ng mL Luego de 8 horas de incubacién se tomaron los sobrenadantes para determinar
las concentraciones de la IL-8 En todos los casos las cantidades de la IL-8 producidas por las

células epiteliales se detectaron empleando el ELISA Quantikine descrito con anterioridad

3. 6.2Linea celular de macrofagos murinos J774.A2.

Accién de la toxina del cOlera sobre la produccion de NO y del TNF-a por los
macrofagos.

La accion directa de la TC sobre la induccion de NO y del TNF-a en los macrofagos fue
evaluada al afiadir esta toxina (100 ng mL™") a 5 pozos de cultivo de la linea J774 A2 en dos
experimentos independientes La TC y los macrofagos fueron incubados durante 18 horas
(para el TNF-a) é 48 horas (para el NO) Luego fue evaluada la presencia de estos dos
mediadores inflamatorios en los sobrenadantes segun la metodologia descrita anteriormente
(acapite 3 5.2).

Por otra parte la accion de la TC sobre la respuesta de NO y del TNF-a de los macrofagos
inducida por el LPS bacteriano fue evaluada de dos formas Primero, la TC (100 pg mL™") fue
afiadida conjuntamente con el LPS de V. cholerae 01 (1 ug mL") a 5 pozos de cultivo que
contenian los macrofagos en tres experimentos independientes Segundo, la misma
concentracion de toxina fue afiadida entre 0 5-4 horas antes que el LPS bacteriano y luego los
cultivos de macrofagos fueron incubados por 18 6 48 horas mas Ademas se estudio la accién

de diferentes concentraciones de la TC (0 100 ng mL™") sobre la respuesta de NO y del TNF-a
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de los macroéfagos frente al LPS También se analizé la especificidad de la acciéon de la TC.
con el empleo del AcM 4E1G5 (100 ng mL™") para bloquear la actividad de esta toxina sobre
los macrofagos o desnaturalizandola por calor antes de que fuera adicionada a los cultivos de
la linea J774 A2 En todos los casos las concentraciones de NO y del TNF-a en los

sobrenadantes fueron detectadas segun lo descrito anteriormente (acapite 3.5.2)

Accién de la toxina del célera sobre la respuesta de explosién respiratoria de
los macréfagos.

La accién de la TC (100 ng mL™") sobre la RER se midié al afiadir esta toxina conjuntamente o
4 horas antes que el FMA a las suspensiones de macréfagos y realizar las mismas
determinaciones descritas con anterioridad (acapite 3.5.2). Ademas se evalud la especificidad
de la accion de la TC. empleando el AcM 4E1G5 (100 ng mI") para bloquear la actividad de
esta toxina sobre la linea celular J774 A2 o inactivandola por calor antes de afadirla a los

macroéfagos

3.7 Ensayos controlados en voluntarios con cepas vacunales de V. chole-
rae. Seleccién de voluntarios.

Los voluntarios fueron hombres sanos de 18 a 40 afios que no tenian historia reciente de
episodios de diarrea ni antecedentes de vacunacion contra el célera ademas de no estar bajo
ningun tratamiento medicamentoso en el momento del ingreso Antes de ser admitidos, los
voluntarios fueron evaluados medica y psicolégicamente y se les realizaron analisis de
laboratorio que incluyeron muestras de heces orina y sangre Por otra parte, se sometieron a
un examen escrito probatorio de que comprendian el estudio y sus riesgos potenciales

Finalmente, los voluntarios firmaron un consentimiento informado antes de ser aceptados

Diseno del estudio.

Estos ensayos clinicos preliminares se realizaron para cada cepa vacunal en una sala de
aislamiento clinico del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri” (IPK. L a Habana Cuba) El
protocolo de ensayo clinico fue revisado y aprobado por los Comités de Etica del Instituto

Finlay y del IPK y fue autorizado por el Centro Esta-
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tal para el Control de Medicamentos (CECMED) y el Centro Nacional de Seguridad Biologica
(CNSB)

El estudio de cada cepa vacunal se realizé en ensayos independientes y nosotros escogimos
para nuestros analisis los primeros que se realizaron después de 1998 con cada una de las
cepas de interés. Los voluntarios de cada ensayo se emplearon de la siguiente forma

« En el ensayo de la cepa JBK70 8 vacunados y 4 placebos

« En el ensayo de la cepa 81 8 vacunados y 4 placebos

« En el ensayo de la cepa 638 9 vacunados y 9 placebos

Preparacion de los iné6culos.

Las diferentes cepas fueron cultivadas en agar cerebro-corazén (Oxoid UK) y re- suspendidas
en solucién de NaCl 0.9% estéril Las densidades opticas de las suspensiones celulares se
ajustaron apropiadamente a una longitud de onda de 600 nandmetros en un fotocolorimetro
Spectromc 401 y se determind el conteo de viables de cada suspension en placas de LBA por
el método de gotas anteriormente descrito Los voluntarios del grupo experimental recibieron
120 mL de bicarbonato de sodio al 2% seguido del inoculo resuspendido en 30 mL de la
misma solucion Los del grupo de placebos recibieron bicarbonato de sodio solamente. con
una apariencia indistinguible del preparado vacunal Durante 90 minutos antes y después de
ingerir el inoculo, los voluntarios no comieron ni bebieron ningun alimento Para asegurar que
la prueba transcurriera con caracter doble ciego frascos idénticos que contenian el inoculo
bacteriano o el placebo fueron codificados por un monitor externo El investigador clinico
asigné una letra a cada voluntario y los cdodigos y las letras se hicieron coincidir
aleatoriamente Los coédigos fueron guardados por el monitor hasta el fin del ensayo. Los

in6culos para todas las cepas vacunales fueron de 10 ' UFC por voluntario

Seguimiento clinico de las diarreas.

Luego de la inoculacion de los voluntarios y durante los 5 dias posteriores, se observo y
registré la aparicion de diarreas Todas las deposiciones se colectaron, se pesaron y su
consistencia se ubicd en una escala del | al Y grado |. heces solidas y formes grado Il. heces

blandas pero aun formes grado lll, heces pastosas
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a liquidas, grado IV, diarrea opaca completamente liquida, grado V, diarrea como "agua de
arroz", tipica del célera Se defini6 como diarrea reactogémca la presencia de 2 o mas
deposiciones grado IlI-V en 48 horas con al menos 200 gramos de peso, o una sola de estos
grados con mas de 300 gramos Este criterio de diarrea es el mas aceptado
internacionalmente para estos ensayos (Levme y col . 1988a. Tacket y col , 1993 y Taylor y

col , 1994).

Ensayo de aglutinacién con latex para lactoferrina.

La presencia de lactoferrina en las heces de los voluntarios inmunizados con 102 UFC de las
cepas vacunales JBK70. 81 y 638 de V. cholerae fue detectada por medio del ensayo de
aglutinaciéon con latex para lactoferrina. LEUKO-TEST de la casa comercial TECHLAB
(Blacksburg. EUA). Se tomaron las heces de todos los voluntarios de los diferentes ensayos,
vacunados o placebos, durante los 5 primeros dias después de la inoculacién de las cepas de
V cholerae Se tomaron 50 uL de las heces liquidas 6 0 125 g de las heces sélidas de cada
paciente y se diluyeron en 2 5 mL del tampdn de ensayo Posteriormente se homogeneizaron y
se evaluaron 50 yL de cada una de ellas para la deteccién de lactoferrina siguiendo las
recomendaciones del productor Para todos los casos se empled un latex sensibilizado con
anticuerpos no especificos como control de especificidad del ensayo y la cantidad de esta
proteina en las muestras de heces se evalu6 cualitativamente en una escala de 0 a 4+ segun
la intensidad de la reaccién de aglutinacién comparada con la intensidad de reaccion del
control positivo del ensayo EI control positivo del ensayo fue una solucion de lactoferrina
humana purificada del mismo juego diagnéstico (LEUKO-TEST) Una muestra de heces de
cada uno de los voluntarios antes de la administracion de las cepas de V. cholerae fue

empleada como control negativo

3.8 Procesamiento estadistico

Para los datos mediados en escala de intervalos, se comprobd el ajuste a una distribucion
normal empleando la prueba de Kolmogorov-Smirnov y se determind la homogeneidad de las
vailanzas poi la prueba de Bartlett Cuando fue necesario, los datos fueron transformados a su

logaritmo natural para lograr la homogeneidad de las varianzas
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En los experimentos de adherencia y crecimiento bacteriano se aplicd un analisis de varianza
(ANOVA) de clasificacion simple para demostrar que no hubo diferencias en los inéculos
Ademas, se aplicé un disefio factorial con un procesamiento ANOVA de clasificacion doble
para el tipo de cepa y el tiempo Para comparar las concentraciones de IL-8 se empled un
ANOVA de clasificacion simple y la prueba de rangos multiples de Duncan

En los ensayos de deteccion de la TC se utilizé la prueba t de student para muestras
independientes y en los de accion de esta toxina sobre la respuesta de mediadores
inflamatorios de las células epiteliales y los macrofagos se aplicé un ANOVA de clasificaciéon
simple y la prueba de rangos multiples de Duncan Para evaluar las frecuencias de induccion
de lactoferrma de cada cepa vacunal con respecto a los placebos, se realizaron pruebas de
independencia (tablas de 2 x 2) y la probabilidad exacta de Fisher Ademas para investigar la
dependencia de la producciéon de lactoferrma en los voluntarios con el tipo de cepa se utilizo
una tabla de contingencia R x C y el método de la probabilidad logaritmica (prueba G)
Finalmente, para analizar las frecuencias de induccion de diarreas de cada cepa vacunal con
respecto a la mayor o menor presencia de lactoferrma en las heces de los voluntarios se
realizaron pruebas de independencia (tablas de 2 x 2) y la probabilidad exacta de Fisher

El procesamiento de los datos se realizé con el paquete Basic Statistica for Windows de la

casa comercial StatSoft Inc (OK EUA) y en todos los casos el nivel de significacion estadistico

utilizado fue </ 0 05
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4- Resultados.

4.1 Inoculo, adherencia y vitalidad celular.

Al realizar los conteos de las UFC de las diferentes suspensiones de cepas de V cholerae
inoculadas a los cultivos de la linea HT29-18N2. se observdé que todas estaban en el
orden de 10 UFC mi y al comparar las UFC de los in6culos se demostré que no existian
diferencias significativas entre ellos (F = 0 8579) (Tabla 2) Los conteos de las UFC de
cada cepa adherida a la linea HT29-18N2 no mostraron diferencias significativas entre
ellas en cada uno de los tiempos analizados (F 0 3977) Sin embargo, existieron
diferencias significativas (F = 1397) para la adherencia de las cepas en el tiempo (Tabla
2), no encontrandose efectos de interaccion entre los factores cepa y tiempo (F = 0 2426).
En ninguno de los experimentos se detectd V. cholerae 01 u otro microorganismo en los

pozos controles sin inocular

TABLA 2 Adherencia de las diferentes cepas de V cholerae a la linea de epitelio
de colon HT29-18N2

Media del Log UFC/Pozo + DS?

Cepas Inoculo' Adherencia a diferentes tiempos después del inoculo®
0 5 horas 2 horas 4 horas 8 horas
- C7258 7.35+ 012 735-012 796 +0.10 890+0.13 9.17 £0 10
81 727+ 021 713013 810+0.18 9.01 +£0.20 910-0 11
638 7.33+ 017 7.25i0.20 8.05 +0.11 885+0.14 901+0.16
C6706 732+ 014 7.221013 805016 6 00+ 0.18 9.05 +0 12
413 739+ 013 718+0.20 813 +0.21 865+0.21 916+ 0.11
CvD103 717+ 016 707 +016 813013 885i0 14 904 +0 19
JBK70 718+ 0 11 710013  7.97 0 12 8.95 +0 15 907 +0.20

@ La media del Locj UFC/Pozo ' la DS de tres experimentos independientes.
® Cantidad de vibriones en los indculos de tres experimentos con la linea HT29-18N2. No existieron di-

ferencias significativas. ANOVA de clasificacion simple con py = 0.05.

Cantidad de vibriones adheridos en dos pozos de cada uno de tres experimentos independientes.
ANOVA de clasificacion doble para estudio de interacciones con u = 0.05 Primer factor: No existieron

diferencias significativas de adherencia de las distintas cepas en cada tiempo. Segundo factor:
Existieron diferencias significativas de la adherencia de las cepas en los tiempos de incubacién.

Por otra parte la media de los conteos totales de células HT29-18N2 fue de 7.5x10’

células/pozo Ademas, no se observaron diferencias en las cantidades de
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células epiteliales vivas o muertas, en los tres experimentos independientes, al término de
la incubacion con las diferentes cepas de V. cholerae y la vitalidad de las células epiteliales
se mantuvo superior al 95% durante todo el tiempo de enfrentamiento (8 horas) con las

bacterias

4. 2 Experimentos de induccion de mediadores inflamatorios en las lineas
celulares HT29-18N2y J774.A2.

4. 2.1 Linea celular de epitelio intestinal humano HT29-18N2.

RT-PCR de los estudios de inducciéon de mediadores inflamatorios.

Empleando la PCR se amplificaron los ADNc obtenidos en las reacciones de transcripcion
reversa, a partir de los ARNm purificados de la linea HT29-18N2 estimulada con las cepas
vacunales y la mezcla inductora, asi como de los cultivos sin estimular En la Figura 1 se
muestran las bandas correspondientes al peso molecular esperado de las secuencias
nucleotidicas amplificadas de los mediadores inflamatorios IL-8. TNF-a, MCP-1, iNOS y
GM-CSF La expresiéon de este amplio rango de mediadores inflamatorios por las células
epiteliales frente a la mezcla inductora fue dependiente del tiempo de exposicion al
inductor y diferente entre ellos Debe sefalarse que las células epiteliales no expresaron
ARNm de las citocinas IL-1 a y TGF-B1 en respuesta a la mezcla inductora (Figura 1). Las
electroforesis de los productos de las PCR mostraron la alta especificidad de la

metodologia empleada, al observarse una sola banda en las reacciones positivas (dato no

mostrado).
Figura. 1. Experimento de
; A : R induccioén de ARNmM de
HT29-18N2 + MEZCLA INDUCTORA mediadores inflamatorios en el
tiempo en las células HT29-18N2.
Ni%e?2 Pl S SESK 05 2 4 8 SE-Sh horas Se muestran electroforesis en
_ [ el | B R L R ; - geles de agarosa representativas
[i=aetina i _— L dosc 4 m INF-t(+  de tres experimentos in-

dependientes de TR-PCR
amplificando los ARNm de p-

Fﬂ”ﬁmm& f}% ,%ﬁ S - MCP-1 actina. IL-1q, IL-8. iINOS. TGF-$1,
B WREEIRER % ﬁn..‘ MCP-1. TNF-a y GM-CSF. en dife-
rentes tiempos, despues de la
estimulacion con la mezcla
inductora (TNF-a, 100 ng ml™;IL-
1a, 10 ng ml™ e IFN-y, 100 U ml").
SE-8h: Cultivos de HT29- 18N2
& veER B i sin estimular en el ultimo tiempo (8
B oveost
T o horas).
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Como se puede observar en las Figuras 2 y 3, las células de la linea HT29-18N2 sd6lo
produjeron ARNm de tres citocinas (IL-8, TNF-a y GM-CSF) al enfrentarse a las cepas
vivas candidatos vacunales de V. cholerae Ademas, el patron de bandas para la (lactina,
una proteina constitutiva, se mantuvo inalterable en todas las PCR de todos los tiempos
analizados, asi como las células no estimuladas de esta linea epitelial no expresaron

niveles detectables de transcriptos de los mediadores inflamatorios analizados en

ninguno de los experimentos realizados (Figuras 1.2,3. 4. 5).
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Figura 2 Experimentos de induccion de ARNm de mediadores inflamatorios en el tiempo en las células HT29-18N2 (A) Se
muestran electroforesis en geles de agarosa representativas de tres experimentos independientes de RT-PCR
amplificando los ARNm de B-actina, IL-1a, IL-8. INOS. TGF- 31 MCP-1 TNF a y GM-CSF, en diferentes tiempos, después
de la estimulacion con dos cepas vacunales reactogénicas de colera SE-8Ir Cultivos de HT29-18N2 sin estimular en el
Ultimo tiempo (8 horas) (B) Se grafican los valores del volumen total de cada banda, normalizados contra la banda de 8
actina correspondiente (Densidad Relativa), para lo cual se empleo el programa Scion Image. pb: tallas de las bandas en
pares de bases.
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En la Figura 2 se observan los resultados obtenidos con la inoculacion de dos cepas
vacunales reactogemcas (JBK70 y 81) Para las dos cepas ensayadas los ARNm para la IL-
8 y el GM-CSF fueron detectados desde los 30 minutos y los ARNm para el TNF-a desde
las 2 horas de exposicion a los vibriones. En la Figura 3 se muestran los resultados
obtenidos con las dos cepas vacunales no reactogemcas (CVD103-HgR y 638). Estas
cepas indujeron la produccion de transcriptos de IL-8 y GM-CSF a las 2 horas, mientras

que los del TNF-a sélo fueron evidentes a las 8 horas de incubacion con las bacterias.
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Figura 3 Experimentos de induccién de ARNm de mediadores inflamatorios en el tiempo en las células HT29
18N2 (A) Se muestran electroforesis en geles de agarosa representativas de tres experimentos
independientes de RT-PCR amplificando los ARNm de B-actina. IL-1a, IL-8. iINOS. TGF-1. MCP-1. TNF-a y
GM-CSF. en diferentes tiempos, despues de la estimulacién con dos cepas vacunales no reactogemcas de
cOlera SE-8h Cultivos de HT29-18N2 sin estimular en el ultimo tiempo (8 horas) (B) Se grafican los valores del
volumen total de cada banda, normalizados contra la banda de - actina correspondiente (Densidad Relativa),
para lo cual se empleo el programa Scion Image. pb: tallas de las bandas en pares de bases
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Si conjugamos los resultados mostrados en las Figuras 2 y 3, observaremos que las cepas
reactogémcas JBK70 y 81 indujeron al menos 1 4 veces mas cantidad de ARNm de la IL-8,
el TNF-u y el GM-CSF en las células epiteliales, que las cepas no reactogémcas CVD103-
HgR y 638 (Figuras 2B y 3B) Es de notar que las células epiteliales no expresaron
transcriptos de la IL-1a, la MCP-1. la iNOS y el TGF-|)1 en respuesta a las cepas vacunales
de colera (Figuras 2 y 3) Adicionalmente, las cepas vacunales 81 y 638 muertas por calor
indujeron la produccioén de transcriptos de la IL-8 y el GM-CSF en las células HT29 18N2
(Figura 4) pero en niveles dos veces menores que los que la cepa reactogénica 81 indujo
cuando fue usada viva (Figuras 2B y 4B) y al menos 1 2 veces inferiores a los producidos
por la cepa no reactogénica 638 viva (Figuras 3B y 4B) Como se observa en la Figura 4,
estas cepas vacunales muertas no estimularon la produccion de ARNm para el TNF-a en
las células epiteliales y el patréon de aparicion de los transcriptos de IL-8 y GM-CSF en las
células HT29-18N2 indica que la respuesta es dependiente del tiempo de exposicidon a los

vibriones inactivados
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Figura 4 Experimentos de induccion de ARNm de mediadores inflamatorios en el tiempo en las células HT29-18N2
(A) Se muestran electroforesis en geles de agarosa representativas de tres experimentos independientes de RT-PCR
amplificando los ARNm de |l-actina. IL-8, TNF-u y GM-CSF, en diferentes tiempos, despues de la estimulacién con
dos cepas vacunales muertas de cdlera SE-8h: Cultivos de HT29-18N2 sin estimular en el ultimo tiempo (8 horas) (B)
Se grafican los valores del volumen total de cada banda, normalizados contra la banda de |l-actina correspondiente
(Densidad Relativa) para lo cual se empleo el programa Scion Image pb tallas de las bandas en pares de bases

Densidad Relativa (GM -
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Por otra parte, la expresion de los genes de la IL-8 el TNF-a y el GM-CSF por las células
epiteliales no fue detectada en los experimentos con los aditamentos tipo Transwell donde
no se permitid que ocurrieran las interaciones directas entre las cepas reactogemcas vivas
de V cholerae (JBK70 y 81) y las células del epitelio intestinal (Figura 5). Adicionalmente, en
esta figura se muestra que la mezcla inductora si estimulo la produccién de transcriptos de
las tres atocinas, cuando fue afiadida dentro de los aditamentos tipo Transwell e incubada
durante 8 horas con las células de epitelio intestinal humano HT29-18N2 (MI-8h, Figura 5)

EXPERIMENTOS CON TRANSWELL
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Figura 5 Experimentos de induccion de ARNm de mediadores inflamatorios en el
tiempo en las células HT29-18N2 Se muestra una electroforesis en gel de agarosa
representativa de tres experimentos independientes de RT-PCR amplificando los
ARNm de B-actina. IL-8, TNF-.a y GM-CSF en diferentes tiempos, después de la
estimulacién con dos cepas vacunales reactogénicas de colera crecidas en
aditamentos tipo Transwell SE-8h. Cultivos de HT29-18N2 sin estimular en el ultimo
tiempo (8 horas). MI-8h: Cultivos de HT29-18N2 estimulados con la mezcla inductora
desde los Transwell. pb tallas de las bandas en pares de bases

ELISA de los estudios de induccién de mediadores inflamatorios.

En la Tabla 3 se presentan los resultados correspondientes a las concentraciones de la IL-
8 y el TNF-a. determinadas por ELISA, en los sobrenadantes de cultivo de las células
HT29-18N2 incubadas por 8 h con diferentes cepas vacunales de \/ cholerae Las
concentraciones de estas atocinas fueron determinadas a las 8 h dada la mayor expresién
de ARNm de las atocinas en este tiempo (Figuras 2. 3 y 4) Las células epiteliales no
estimuladas no produjeron valores detectables de la IL-8 o del TNF a, mientras que la
mezcla mductora produjo una fuerte secrecion de la Il 8 en las células epiteliales (Tabla 3)
La cantidad del TNF- a producido por las células epiteliales frente a este mismo estimulo
no fue determinada, dado que esta atocina fue afadida exdgenarnente con la mezcla

mductora
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Las cepas no reactogenicas CVD103-HgR y 638 indujeron una produccién de la IL-8, que
fue al menos 14 veces menor que la obtenida con las cepas reactogénicas JBK70 y 81
(Tabla 3) Ademas, en esta tabla se muestra que sélo las cepas reactogemcas fueron
capaces de inducir cantidades detectables del TNF-a en las células HT29-18N2 Al
comparar las concentraciones de la IL-8 inducidas por las cepas vacunales vivas en las
células epiteliales, se comprobé que las cepas reactogénicas indujeron wuna
significativamente mayor produccion de esta citocina que las cepas no reactogenicas

(Tabla 3)

TABLA 3 Secrecion de la IL-8 y el TNF-« por las celulas de la linea
de epitelio de colon HT29-18N2 expuestas a cepas vacunales reacto-
genicas y no reactogenicas de V. cholerae

Cepaso Media de la Concentracion de Citocinas
Tratamiento (pg mL™") « DS’
IL-8 (n = 6) TNF-it (n =86)
Reactogenicas
JBK70 16 440 + 1 800° 142 + 18
81 9 870 + 1200° 107 - 11

No reactogenicas

638 5190 + 710° <44

CVD103-HgR 5630 + 740° <44
Muertas por calor

81 2 480 + 340¢ <44

638 1670 + 240° <44

Aditamentos Transwell

81 <10 <44
JBK70 <10 <44
Mezcla inductora 43 700 - 3450 NR
SE < 10 <44

Medias de las concentraciones de IL 8 y TNF- O la DS determinadas a las 8 h después de las inoculaciones en 2
pozos en cada uno de 3 experimentos independientes.
NR No realizado ya que el TNF- O fue afiadido exogenamente con la mezcla inductora.
SE Cultivos de HT29-18N2 sin estimular en 3 experimentos independientes
abede Anova de clasificacion simple Letras diferentes indican diferencias significativas con .
a =0 05 prueba de rangos multiples de Duncan
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Por otra parte, las cepas vacunales 81 y 638 muertas estimularon la producciéon de la IL-8
pero no de TNF-a en la células epiteliales Estas cepas muertas indujeron una
concentracion de IL-8 que fue al menos. 3 y 1.7 veces menor que la inducida por las cepas
vacunales reactogénicas y no reactogémcas vivas, respectivamente (Tabla 3) La
comparacién de las concentraciones de la IL-8 inducidas por las cepas vacunales muertas
y vivas de colera evidencié que estas ultimas indujeron una significativa mayor produccion
de esta citocina en las células HT29- 18N2 (Tabla 3) Por el contrario, ni el TNF- a ni la IL-8
fueron detectados en los sobrenadantes de los experimentos donde se emplearon los
aditamentos tipo Transwell para impedir las interacciones directas entre las cepas
reactogénicas vivas y la linea de epitelio intestinal HT29-18N2 (Tabla 3).

Adicionalmente, los mismos sobrenadantes de los diferentes experimentos de co-
incubacioén de los vibriones y las células epiteliales, fueron también ensayados por ELISA
para detectar la presencia de la citocina GM-CSF Esta citocina no fue secretada por las
células epiteliales en respuesta a la estimulacién con ninguna de las cepas de V cholerae
estudiadas (datos no mostrados), aun cuando se habia demostrado por PCR que las
células HT29-18N2 expresaban ARNm de esta atocina en respuesta a la coincubacién con
las cepas vacunales de colera (Figuras 2 3 y 4) La secrecion del GM-CSF so6lo fue
detectada en las células epiteliales estimuladas con la mezcla mductora y la media + la DS

de la concentracion calculada en los tres experimentos fue 1526 + 154 2 pg mL.

4. 2.2 Linea celular de macrofagos murinos J774.A2.

Induccion del NO, el TNF-ay larespuesta de explosién respiratoria en los
macrofagos.

Como se muestra en la Figura 6 (panel A), el LPS purificado de V cholerae 01 produjo una
respuesta de NO en los macrofagos Al comparar las concentraciones de NO. inducidas por
el LPS. se comprob6 que la cantidad de este metabolito en los sobrenadantes de los
macrofagos fue reducida significativamente (80%) por la adicién de una solucion de |
NMMA 500 uM inhibidor especifico de la iN- OS (Figura 6 panel A) Por otra parte, el LPS
bacteriano también produjo la inducciéon de la sintesis del TNF- a en los macrofagos
(Figura 6, panel B), pero no fue capaz de inducir una RER en la linea J774 A2 como si lo

hizo el FMA que es
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un potente activador de esta respuesta en los macrofagos y otros tipos de células

(Figura 6. panel C)
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Figura 6 Inducciéon del NO (panel A), el TNF-u (panel B) y la respuesta de explosion respiratoria (panel C)
en los macrofagos expuestos al LPS (1 yg mL) de V. cholerae 01. SE Niveles basales de las tres
respuestas en los macrofagos sin estimular. L-NMMA: Inhibidor especifico de la iINOS FMA Estimulador
especifico de la RER ABC: Area bajo la curva de respuesta (mV mm™'). Los resultados se expresan como la
media +* la DS de 5 determinaciones en cada uno de 3 experimentos independientes Diferencias
significativas con a = 0.05. prueba t de Student para muestras independientes

4. 3 Accion de la toxina del colera sobre la induccion de
mediadores inflamatorios en las lineas celulares HT29-18N2 \
J774.A2.

4.3.1 Linea celular de epitelio intestinal humano HT29-18N2.

Accién de la TC sobre larespuesta de IL-8.

Para estudiar la accion de la TC sobre la respuesta de IL-8 de la linea epitelial HT29-
18N2 a cepas de V cholerae, se analizo en primer lugar si dicha toxina era producida
por los vibriones toxigémcos al ser cultivados con las células epiteliales durante las 8 h
de experimentacion En la Tabla 4 se muestran las medias de las concentraciones de la
TC. detectadas por GM-1 ELISA, producidas por las cepas toxigémcas El Tor C6706 y
C7258. que son los parentales de nuestras cepas vacunales de primera generacion 413
y 81 respectivamente Como puede observarse las dos cepas toxigémcas de V cholerae
produjeron la TC en cantidades detectables al sei coincubadas con las células HT29-

18N2 durante 8 h Es
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de notar, que al comparar las concentraciones de la TC en los sobrenadantes de cultivo de
las células epiteliales, éstas son significativamente inferiores a las producidas por las
cepas toxigémcas en las condiciones de cultivo 6ptimas para la expresién de esta toxina

(Tabla 4).

TABLA 4 Secrecion de la toxina del célera por cepas toxigémcas de V cholerae cultivadas
con la linea de epitelio de colon HT29-18N2 y en las condiciones Optimas de expresion
de esta toxina

Cepas
Concentracion de TC en dos Condiciones de Cultivo
diferentes (ng mL ) + DS?
[ (n=4)° [l (n=4)°
C7258 15.8+1.5 162 + 18***
C6706 143+1.6 157 + 16***

@ Media de la concentracién de TC + DS de 2 pozos en cada uno de 2 experimentos realizados
®Cepas crecidas en cultivo estatico conjuntamente con las células HT29-18N2 durante 8 h
°Cepas crecidas con agitacion en medio AKI toda la noche a 37 C (condicion 6ptima)
*Diferencias significativas con O = 0.05. prueba "t” de Student para muestras independientes

Seguidamente, evaluamos la inducciéon de la IL-8 en las células HT29-18N2 por la accioén
de las cepas virulentas C6706 y C7258 y analizamos la modulaciéon que la TC ejerce sobre
la respuesta de IL-8 de las células epiteliales frente a cepas vacunales de V cholerae de
primera generacioén En la Tabla 5 se muestran las concentraciones de la IL-8 inducidas por
las cepas toxigénicas de V. cholerae y se compara con la produccion de esta citocina en las
células epiteliales incubadas con 2 cepas vacunales (que no tienen los genes que codifican
para la TC) y con estas ultimas en presencia de 100 ng mL™" de la TC

Como se puede observar en la Tabla 5. la TC no indujo la secrecion de la IL-8 en las
células de la linea HT29-18N2, pero produjo una clara inhibicion de la produccion de esta
citocina en las células epiteliales expuestas a las cepas vacunales vivas de V cholerae La
disminucién en la concentracion de la IL-8 inducida por las cepas vacunales vivas en
ausencia y presencia de la TC fue: para la cepa reactogémca 81 de al menos 2 1 veces
(53%). para la cepa no reactogénica 638 de al menos 2 7 veces (63%) y para la cepa 413
homologa a la 81 pero de sero- tipo Inaba de al menos 2 2 veces (55%) Ademas, al
comparar las concentraciones de la IL 8 inducidas poi las cepas toxigénicas de V cholerae

en
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las células epiteliales con las producidas por estas células frente a las cepas vacunales.

se comprob6 que estas ultimas indujeron una significativamente mayor produccion de la

IL-8 en las células de la linea HT29-18N2 (Tabla 5)

TABLA 5 Efecto de la toxina del célera sobre la respuesta de IL-8 de las células de la linea
de epitelio de colon HT29-18N2 frente a cepas vivas de V. cholerae

Cepas 0 | Media de la Concentracion de IL-8

Tratamientos

No toxigenicas
81
638
413
Toxigénicas
C7258
C6706
No toxigenicas+TC
81
638
413
Mezcla inductora
SE
e

(pg mL ", n=4)+ DS’

10 170 + 1 190?
5370 + 730°
10 440 + 1 240°

+

2 620 + 428°
2 790 + 440°

3720 +510°
1500 + 220
3610 + 530°
44 030 + 3 300
<10
<10

I+

Media de la concentracién de IL-8 < la DS. determinada a las 8 h posteriores a
las inoculaciones en 2 pozos en cada uno de 2 experimentos realizados

2 Cultivos de HT29-18N2 estimulados solo con TC (100 ng mL") en los 2
experimentos realizados.

SE Cultivos de HT29-18N2 sin estimular en los 2 experimentos realizados.
ab.cd Anova de clasificacion simple Letras diferentes indican diferencias signi-
ficativas con O = 0 05. prueba de rangos multiples de Duncan.

4.1.2 Linea celular de macr6fagos murinos J774.A2.

Accién de la TC sobre la produccion de NO de los macrofagos.
Como se muestra en la Figura 7A la toxina del célera no indujo la liberacion de NO en los
macrofagos Ademas, cuando esta toxina fue afiadida conjuntamente con el LPS bacteriano

(LPS/TC). no se observé ningun efecto sobre la cantidad
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de NO producido por esta linea celular en respuesta al LPS de V. cholerae 01 Sin
embargo, cuando la TC fue afiadida 0 5. 1, 2 y 4 horas antes que el LPS (TC/LPS) a los
cultivos de macrofagos, se observd una inhibicién de hasta 4 veces (75%) en la
produccién de NO (Figura 7A). Al comparar las concentraciones de NO- inducidas por el
LPS bacteriano en presencia o ausencia de la TC (100 ng mL™"), se comprobé que solo
la preincubacion con esta toxina inhibié significativamente la produccion de NO en los

macrofagos expuestos al LPS de los vibriones 01 (Figura 7A).

|
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Figura 7 Efecto de la TC sobre la respuesta de NO de los macrofagos frente al LPS bacteriano (A): TC (100
ng mL") afiadida a los macrofagos sola, conjuntamente con LPS (1 ug mL , LPS/TC) o entre 0.5-4 horas
antes que el (TC/LPS). (B): Concentraciones crecientes de TC afiadidas a los cultivos 4 h antes que el LPS
Herv TC (100 ng mL™") hervida 5 minutos antes de afiadirla a los cultivos 4E1G5: AcM (100 ng mi ) afiadido a
cultivos que contenian TC (100 ng mL™"). Los resultados se expresan como la media + DS de 5
determinaciones en cada uno de 3 experimentos realizados. **®%® ANOVA de clasificacion simple. Letras
diferentes indican diferencias significativas con a= 0.05. prueba de rangos multiples de Duncan.
Por otra parte, la liberacion de NO de la linea J774 A2 inducida por el LPS bacteriano
disminuyd hasta 3 2 veces (68%) cuando los macrofagos fueron preincubados (4 horas)
con concentraciones crecientes de la TC. entre 25 y 100 ng mL™" antes de afiadir el LPS
(Figura 7B) Al comparar las concentraciones de NO,, inducidas por el LPS bacteriano
en presencia de las diferentes concentraciones de la | C o en ausencia de ella se
evidencidé que todas la concentraciones de la IC dismmuyeion significativamente la

produccién del NO en los macréfagos
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expuestos al LPS del microorganismo Ademas, la inactivacién por calor de la TC o la
adicion en los cultivos del AcM 4E1G5 (100 ng mL") eliminé o disminuyé significativamente
la inhibicion ejercida por esta toxina sobre la producciéon de NO de los macrofagos fiente al
LPS bacteriano (Figura 7B) En estos experimentos las medias de las concentraciones de
NO- se obtuvieron al sustraer los niveles basa- les de este metobolito producidos por los
macroéfagos sin estimular

Efecto de la TC sobre la produccién del TNF-a de los macro6fagos.

La estimulacion de la linea J774.A2 con la TC (100 ng mL "') no indujo a los macrofagos a
producir cantidades detectables del TNF-a (Figura 8A). En esta misma figura se muestra
que la combinacién del LPS bacteriano y la TC elevo la cantidad de esta citocina 2 veces
(50%) en los cultivos de células J774 A2. con independencia de si la toxina era afiadida
conjuntamente (LPS/TC) o 4 horas antes (TC/LPS) que el LPS de V cholerae 01. Al
comparar las concentraciones del TNF- a inducidas por el LPS bacteriano en presencia o
ausencia de la TC (100 ng mL™") se comprobé que tanto la incubacién simultdnea como la
preincubacion con esta toxina incrementé significativamente la producciéon de esta citocina
en los macrofagos expuestos al LPS de los vibriones 01 (Figura 8A).

Por otra parte, en la Figura 8B se muestra que la producciéon del TNF-a inducida por el
LPS bacteriano en la linea J774 A2 aumento hasta 2.1 veces (53%) cuando los macrofagos
fueron incubados conjuntamente con el LPS y la TC en concentraciones crecientes (25-100
ng mL"). Al comparar las concentraciones del TNF-a inducidas por el LPS bacteriano en
presencia de las diferentes concentraciones de la TC o en ausencia de ella se evidencio
gue todas las concentraciones de la TC aumentaron significativamente la produccion de
esta citocina en los macrofagos expuestos al LPS del microorganismo Ademas, la
inactivacion por calor de la TC o la adicion en los cultivos del AcM 4E1G5 (100 ng mL™")
elimino o disminuyé significativamente el incremento ejercido por esta toxina sobre la
produccién del TNF a en los macrofagos expuestos al LPS bacteriano (Figura 8B). En
estos experimentos las medias de las concentraciones del TNF- a se obtuvieron al sustraer

los niveles basales de la citocina producida por los macréfagos sin estimular
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Figura 8 Efecto de la TC sobre la respuesta del TNF-u de los macrofagos frente al LPS bacteriano. (A) TC (100
ng mL') afiadida a los macrofagos sola, conjuntamente con LPS (1 pg mL', LPS/TC) o 4 horas antes que el
(TC/LPS). (B): Concentraciones crecientes de la TC afiadidas a los cultivos conjuntamente con el LPS Herv:
TC (100 ng mL-") hervida 5 minutos antes de afadirla a los cultivos 4E1G5: AcM (100 ng ml') afiadido a
cultivos que contenian TC (100 ng mL"). Los resultados se expresan como la media + DS de 5 determinaciones
en cada uno de 3 experimentos realizados ANOVA de clasificacion simple. Letras diferentes indican
diferencias significativas con 0 = 0.05. prueba de rangos multiples de Duncan.

Efecto de la TC sobre la respuesta de explosidon respiratoria de los macroéfa-
gos.

La estimulacién de la linea J774 A2 con la TC (100 ng mL ") no indujo la RER en los
macrofagos (Figura 9). Sin embargo, en esta misma figura se muestra que la TC (100
ng mL ') disminuyé la RER de los macrofagos frente al FMA en un 22% y un 45%.
cuando fue afiadida de conjunto con el FMA 6 4 horas antes que él. respectivamente
Al comparar las areas bajo las curvas (ABC mV min™') de la RER de los macrofagos
frente al FMA en presencia o ausencia de la TC (100 ng mL™ ). se comprobé que tanto
la incubacion simultanea como la preincubacién con esta toxina disminuyo
significativamente la RER de los macrofagos expuestos al FMA (Figura 9) Ademas
tanto la inactivacion por caloi de la TC como la adicion en los cultivos del AcM 4E1G5
(100 ng mL ' ) eliminaron la acciéon ejercida por esta toxina sobie la RER de los
macrofagos expuestos al FMA (Figura 9) En ningun caso se observo este tipo de

respuesta en los macrofagos sin estimular
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Figura. 9 Efecto de la TC sobre la RER de la linea celular J774,A2
inducida por FMA. TC (100 ng ml™") afiadida a los macrofagos sola,
conjuntamente con el FMA (FMA/TC) o 4 horas antes que él (TC/FMA).
Las sefiales quimioluminiscentes fueron medidas por 5 min. a
intervalos de 1 min. y se calculo el area bajo la curva de respuesta
(ABC, mV min ). Herv: TC (100 ng mL") hervida 5 minutos antes de
afiadirla a los macrofagos. 4E1G5 AcM (100 ng mL'") afiadido a las
suspensiones que contenian TC (100 ng mL'). Los resultados se
expresan como la media £+ DS de 5 determinaciones en cada uno de 3
experimentos realizados ' ANOVA de clasificacién simple Letras
diferentes indican diferencias significativas con d = 0.05. prueba de
rangos multiples de Duncan.

4. 4 Ensayos controlados en voluntarios con cepas vacunales de | . chole-
rae.

Diarreas y titulos de lactoferrina en los voluntarios.

Vanos ensayos controlados en humanos se han realizado en Cuba para evaluar la
segundad e mmunogemcidad de las cepas vivas candidatos vacunales de cdlera En la
Tabla 6 se muestran las diarreas producidas por cada una de las cepas estudiadas, al ser
inoculadas oralmente en voluntarios sanos También se muestra la presencia de lactoferrma
en las heces de los voluntarios que recibieron las cepas vacunales y el placebo Como
puede observarse, la cepa reactogémca JBK70 produce diarreas en el 50% de los
voluntarios y la cepa 81 en el 37 5% A su vez, solo uno de los placebos de estos dos
ensayos tuvo 2 deposiciones reactogénicas Por el contrario, la cepa 638 no produjo diarrea
en ninguno de los 9 vacunados, ni los placebos de su ensayo tuvieron este sintoma (Tabla
6) Ademas las diarreas de los voluntarios inoculados con la cepa reactogémca JBK70 a

lean/a ion un alto grado (IV ). mientras que los inoculados con la cepa 81, aun-
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que de no tan alto grado (lll). presentaron diarreas con un promedio de 9 por voluntario

TABLA 6 Diarreas y presencia de lactoferrina en las heces de los voluntarios inoculados
con cepas vacunales vivas de V cholerae

Diarreas y Inoculo y Numero de Voluntarios

lactoferrina en las
heces de los Vo- lu

ntarios
638 Placebo' 81 Placebo JBK70 Placebo"
n=9 n=9 n=28 n=4 n=28 n=4
Diarrea (%) 0(0) 0(0) 3 (37 5) 1(25) 4 (50) 0(0)
Episodios Prom’ 9 2 2 6
(Rango) (6-13) (-) (1-5)
Grado . Il 1 "y iIv )

Lactoferrina (%) 4 (44)™ 00 8 (100)" 8 (100)"

0(0) 0(0)

"El inoculo de todas las cepas fue ajustado a 107 UFC/voluntario.

23¥4 yoluntarios que recibieron placebo en cada uno de los tres ensayos realizados

®Numero promedio de diarreas en un maximo de 72 horas

**Diferencias significativas con los placebos de su ensayo para O = 0.05. Prueba exacta de Fisher

"* Diferencias no significativas con los placebos de su ensayo para d = 0.05 Prueba exacta de Fisher.

Por otra parte, todos los voluntarios inoculados con la cepa vacunal reactogemca
JBK70 y la 81 excretaron lactoferrina en sus heces, mientras que esta proteina sélo fue
detectada en las heces del 44% de los voluntarios que recibieron la cepa 638 Ninguno
de los voluntarios antes de ser inoculados o aquellos que recibieron placebo,
excretaron niveles detectables de lactoferrina (Tabla 6). Al realizar el analisis
estadistico de estos resultados, donde se comparoé la presencia de lacto- ferrma en las
heces de los voluntarios inoculados con cada una de las cepas con relacién a los
placebos de sus ensayos, pudimos constatar que solamente la cepa reactogémca
JBK70 y la 81 muestran diferencias significativas con los placebos de sus respectivos
estudios (Tabla 6)

Un analisis mas detallado de la presencia y la cantidad de lactoferrina excretada por
los voluntarios en los diferentes ensayos realizados se grafica en la Figura 10 En dicha

figura se muestran los resultados del titulo maximo de aglutinacion al-
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canzado por cada voluntario en el ensayo de aglutinacion con latex en los 5 dias

ensayados
1
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Cepas vacunales de V. cholerae
Figura 10 Titulo de lactoferrina en las heces de los voluntarios inmunizados con diferentes cepas va-
cunales de V. cholerae. Se representa el titulo maximo alcanzado en cada voluntario en los 5 dias

ensayados (A). También se representa los voluntarios que tuvieron diarrea con cada cepa (A). Dife-
rencias significativas (G = 22.8). Tabla de contingencia R x C y prueba de probabilidad logaritmica

Como puede observarse, de los 8 voluntarios que recibieron la cepa reactogemca JBK70
dos de ellos tuvieron titulos de 2 + cinco de 3+ y uno alcanzé 4+ (maximo titulo) De igual
forma, cuatro de los 8 vacunados con la cepa 81 dieron valores de aglutinacion de 3+ y el
resto se distribuyd entre 1+ y 2+. Por el contrario, de los 9 voluntarios inoculados con la
cepa 638 solo dos de ellos alcanzaron valores de aglutinaciéon de 2+ y los otros dos
positivos dieron 1+. Al estudiar la dependencia del tipo de cepa con la producciéon de
lactoferrina en los voluntarios, se encontré una diferencia significativa entre las cepas
JBK70 y 81 con respecto a la cepa 638 (Figura 10) Ademas al comparar la induccién de
diarreas y la mayor o menor presencia de lactofemna en las heces de los voluntarios
inoculados con cada cepa vacunal no se encontraron diferencias significativas aun cuando
existié una tendencia hacia que los voluntarios con este sintonia alcanzaran los Titulos ma-

ximos de lactoferrina en cada grupo de estudio (Figura 10)
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5- Discusion.

Las interacciones de los vibriones y sus principales factores de virulencia con las células
del epitelio intestinal y de las placas de Peyer, juegan un papel fundamental en la
patogénesis y la inmunidad del cdlera. Estas interacciones inducen la produccién de
mediadores en las células epiteliales, que son los responsables del colera clinico (Kaper y
col. 1995) y estimulan una potente respuesta inmune que protege a los humanos contra la
enfermedad (Glass y col. 1983. Jertborn y col. 1986, Qadri y col. 1997a y Qadri y col.,
1997b). Sin embargo, muy poco se sabe de las interacciones de los vibriones y sus
componentes con las células epiteliales y el sistema inmune mucosal, asi como de los
mediadores inducidos por estas interacciones. que puedan causar los efectos adversos
observados en los voluntarios inoculados con las cepas vacunales de coélera En esta tesis
se estudié la inducciéon de mediadores inflamatorios en células de la linea de epitelio
intestinal HT29-18N2 por la accidon de cepas vacunales vivas y muertas de \/ cholerae
Solamente se han desarrollado dos modelos in vitro que emplean las lineas celulares de
epitelio intestinal humano T84 y HT29-18N2 para estudiar las interacciones entre las cepas
vivas de \/ cholerae y las células del epitelio intestinal (Benitez y col 1997 y Mel y col .
2000) No obstante en ninguno de ellos las células epiteliales se mantienen en contacto con
los vibriones por mas de 3 horas Como es sabido, los estudios de induccién de mediadores
inflamatorios en las células de epitelio intestinal necesitan tiempos superiores a las 4 horas
(Kagnoff y Eckmann. 1997 Witthoft y col .1998 y Steiner y col.. 2000). por lo que fue
necesario evaluar mayores tiempos de incubacion de las cepas de V. cholerae en el modelo
de adherencia con células HT29-18N2 desarrollado con anterioridad (Be- nitez y col . 1997)
En la presente tesis, las células de la linea epitelial mantuvieron una alta vitalidad al ser
expuestas a las diferentes cepas de V cholerae Se debe sefialar que esta alta sobrevivencia
de las células HT29-18N2 se mantuvo durante las 8 horas de experimentacion, lo que
permiti6 adaptar el modelo de Benitez y colaboradores para analizar la induccion de
mediadores inflamatorios

A diferencia de otias lineas de epitelio intestinal como son la Caco-2 y la T84. la células de
la linea HT29-18N2 tienen la potencialidad de diferenciarse a células productoras de

mucina en un medio de cultivo definido (Huet y col , 1987 y Phillips
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y col.. 1995), lo que propicia que esta linea epitelial asemeje mejor las condiciones
intestinales Es por ello que la escogimos para la experimentacion, aun cuando en estos
trabajos siempre se utilizé sin diferenciar, ya que el objetivo fundamental de este estudio
era evaluar la induccion de mediadores inflamatorios en las células epiteliales por la
interaccion directa con las cepas vacunales de colera En experimentos futuros debemos
evaluar como varia la respuesta de mediadores inflamatorios en las células HT29-18N2
diferenciadas a células productoras de mucina

Todas las cepas de V. cholerae empleadas en este estudio se adhirieron a las células de la
linea HT29-18N2 en igual magnitud en cada uno de los tiempos ensayados (Tabla 2) Lo
anterior nos permite aseverar que la respuesta diferencial de mediadores inflamatorios
inducida por estas cepas de coélera no se debe a cambios en la adherencia entre ellas Sin
embargo, se ha planteado que las cepas hap como es el caso de la 638 (Tabla 1). se
adhirieren mas que sus parentales hap* a la linea HT29-18N2 diferenciada (Benitez y col .
1997) Las diferencias de adherencia entre las cepas hap positivas y negativas de este
estudio con las del estudio de Benitez y colaboradores, pueden deberse a que el medio de
cultivo empleado por nosotros inhibe la expresion de la HAP en cepas de V cholerae hap'
(datos no mostrados) Esta inhibicion debe ocurrir por los altos niveles de glucosa del medio
de cultivo (4 5 gr/L). ya que se ha informado que este azucar inhibe fuertemente la
expresion de la HAP en V cholerae (Benitez y col Por otra parte, en el trabajo de Benitez y
col (1997) se utilizé la linea HT29-18N2 en la condicion que induce la produccién de
mucina. lo cual no se cumple en nuestro caso Lo anterior puede también justificar las
diferencias de adherencia entie los dos experimentos, si tenemos en cuenta que la
influencia de la capa de mucus en la adherencia de este microorganismo a la linea HT29-
18N2 no ha sido estudiada

No hay antecedentes del empleo de células de epitelio intestinal en el estudio de la
inducciéon de mediadores inflamatorios por la adherencia de cepas de V cholerae No
obstante, se ha demostrado que todos los mediadores inflamatorios estudiados aqui son
expresados por las células de la linea HT29 (de donde proviene la HT29 18N2) en

respuesta a variados estimulos (Eckmann y col, 1993b

59



Jung y col. 1995 y Li y col, 1998); dentro de éstos se encuentran microorganismos
patégenos, TNF- a. IL-1 a, IFN-y o combinaciones de estas tres citocinas En esta tesis se
demuestra que las células de la linea HT29-18N2 son capaces de expresar transcriptos de
un amplio grupo de mediadores inflamatorios, que incluyen la IL-8. el TNF- a, la MCP-1, Ia
iNOS y el GM-CSF, pero no la IL-1a y el TGF- B1 (Figura 1) La expresiéon de ARNm de
estas dos ultimas atocinas en la linea epitelial HT29 ha sido contradictoria Por una parte,
se ha informado que ambas se expresan constitutivamente por las células de esta linea de
epitelio intestinal (Eckmann y col 1993b y Ligering y col . 1998) y. por otra, existen
informes que aseguran que estas atocinas no son expresadas por las células HT29 (Jung y
col 1995 y Rasmussen y col.. 1997). Teniendo en cuenta que las células HT29- 18N2
provienen de la linea HT29 una posible explicaciéon a la no expresidén de estas atocinas si
la linea parental las produjera, seria que en el proceso de seleccion se peidieron las
células con capacidad de expresar IL-1 a y TGF-Bf1 La induccidon de los ARNm de tres
atocinas inflamatorias (IL-8 TNF- a y GM-CSF) por las cepas vacunales de \/ cholerae en las
células de la linea HT29-18N2 (Figuras 2. 3 y 4). concuerda con informes anteriores, donde
se ha observado la induccién de estas atocinas en células de epitelio intestinal expuestas a
otros microorganismos patégenos (Jung y col 1995 y Kagnoff y Eckmann 1997) y con un
informe reciente, dode se detectd la induccion de la IL-8 en la linea T84 por la accién de
cepas de \/ cholerae (Zhou y col , 2004) Sin embargo, las células HT29- 18N2 no
expresaron ARNm de MCP-1 y de iNOS ni tampoco secretaron la atocina GM-CSF en
respuesta a la infeccion con las cepas vacunales de célera (Figuras 2 y 3) Una posible
explicacion a la no expresion de transcritos de MCP- 1 es que \/ cholerae es una bacteria no
invasiva y esta atocina se ha visto aumentada fundamentalmente en células epiteliales
expuestas a microorganismos invasivos tales como Salmonella cJablin Shigella dysenteriae.
Yersima enterocoli- tica Listeria monocytogenes y Echerichia coli enteromvasiva (Jung y col ,
1995. Yang y col 1997 y Warhurst y col 1998) Otra posibilidad es que el o los factores de
virulencia que puedan inducir la produccién de esta atocina no estén piesentes o no sean

expresados por las cepas vacunales en estas condiciones de cultivo
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La no expresion de ARNm de la iNOS en las células epiteliales expuestas a las cepas
vacunales (Figuras 2 y 3) podria deberse a que estas ultimas no producen la TC. ya que se
ha demostrado que la induccion de esta enzima en las células de epitelio intestinal de
conejo es producida fundamentalmente por la TC y no por el LPS de los vibriones (Janoff y
col , 1997). Sin embargo, este aspecto necesitara otros estudios donde se evalle la acciéon
de la TC y otros componentes de la bacteria sobre la inducciéon de la iINOS en las células
de la linea HT29-18N2 y en cultivos frescos de células de epitelio intestinal humano, para
poder esclarecer el papel de estas células en la produccion de NO observada en los
pacientes con codlera clinico o experimental (Janoff y col., 1997 y Qadri y col.. 2002).

Un resultado inesperado obtenido en este modelo in vitro fue la no secrecion de GM-CSF
en los sobrenadantes de las células epiteliales a pesar de que estas si expresaron
transcriptos de esta citocina en respuesta a la incubacién con las cepas vacunales de
colera (Figuras 2. 3 y 4). Este resultado sugiere que esta ocurriendo algun tipo de
regulacion en la secrecion del GM-CSF por las células HT29-18N2 Uno de los mecanismos
de regulacién de la secrecion de atocinas en diferentes tipos de células es la expresion de
los receptores de atocinas en la superficie de las células o en forma soluble En este caso
podemos decir que las células de epitelio intestinal incluidas las de la linea HT29 expresan
receptores de esta atocina en su superficie en niveles similares a los encontrados en los
mo- nocitos (Panja y col . 1998). en los cuales se demostré que la secrecién del GM- CSF
disminuyo cuando se incremento la expresion de los receptores especificos de membrana
para esta atocina (Collms. 2000) Lo anterior pone de manisfiesto que aun cuando una
atocina se este produciendo, su concentracion en el sobrenadante de cultivo pudiera
disminuir, debido a que la misma puede ser atrapada por sus receptores especificos de
membrana

La induccién diferencial de los transcriptos de IL-8. TNF-</ y GM-CSF por las diferentes
cepas vacunales de colera (Figuras 2. 3 y 4) y la mayor produccion de IL-8 y TNF-a
inducida por las cepas vacunales reactogénicas (Tabla 3), esta en con- cordancia con los
niveles de reactogenicidad observados para cada una de ellas en los diferentes ensayos
clinicos realizados Asi la cepa CVD103-HgR. que ha sido muy poco reactogénica en los
voluntarios (Levme y col. 1988b y Tacket y col 1999), indujo menores niveles de

transcriptos de las tres atocinas inflamato-
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rias (Figura 3) y menos secrecion de IL-8 en las células epiteliales (Tabla 3), si se compara
con la cepa JBK70 (Figura 2 y Tabla 3). Esta cepa fue muy reactogénica en voluntarios
americanos (Levine y col., 1988a) y produjo la mayor cantidad de diarrea en los voluntarios
que recibieron las diferentes cepas vacunales (Tabla 6) Por otra parte, la cepa 638 se
comportdé como la CVD103-PIgR en la induccién de citocinas en el modelo in vitro (Figura 3
y Tabla 3). consecuentemente, la cepa 638 no produjo diarreas en ninguno de los
voluntarios de este estudio (Tabla 6). Adicionalmente. la cepa 81 se comporté como la
JBK70 en la induccion de atocinas inflamatorias (Figura 2 y Tabla 3) y la inoculacion oral
de la cepa 81 produjo diarrea reactogemca en los voluntarios (Tabla 6) Otro aspecto que
debemos resaltar de este estudio en el modelo in vitro de células epiteliales, es el hecho de
que las cepas 638 y 81 muertas por tratamiento térmico indujeron los mas bajos niveles de
ARNmM de IL-8 y de produccion de esta atocina en las células HT29- 18N2 expuestas a las
cepas vacunales de colera (Figura 4 y Tabla 3) Estos niveles de IL-8 deben ser inducidos
por componentes superficiales de los vibriones que son termoestables. como es el caso del
LPS, que por si solo puede inducir la expresion de esta atocina en diferentes lineas de
epitelio intestinal (Schuere-Maly y col 1994 y Soriam y col . 2002). Sin embargo, estas
cepas muertas no indujeron la produccién de transcriptos de TNF- a. (Figura 4), asi como
las cepas vivas no reactogemcas (CVD103-HgR y 638) indujeron niveles discretos de
ARNm de este importante activador inflamatorio (Figura 3). Ademas, m las cepas vivas no
reactogémcas m las inactivadas por calor indujeron la produccion de la atocina en los
sobrenadantes de cultivo Lo anterior sugiere que el TNF-e. producido por las células del
epitelio intestinal podria contribuir al establecimiento de una respuesta inflamatoria en los
humanos, frente a las cepas vivas candidatos vacunales de coélera en dependencia de la
capacidad mductora de la cepa La menor induccién de mediadores inflamatorios en la linea
de epitelio intestinal por las cepas muertas de \/ cholerae (Figura 4 y Tabla 3) esta en
concordancia con los resultados obtenidos en humanos con las vacunas muertas de célera,
las cuales no han producido efectos adversos en los voluntarios inmunizados (Trach y col .
1997 y 2002)

Los experimentos con aditamentos tipo Transwell en la presente tesis demostraron que

para que ocurra una respuesta de atocinas en las células epiteliales por
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la accion de cepas vacunales de codlera, son imprescindibles las interacciones directas
entre los vibriones y las células (Figura 5 y Tabla 3). Un hecho que apoya lo anterior, es
que cepas vacunales no moétiles de V. cholerae que tienen una menor capacidad de
interactuar directamente con las células enterociticas han mostrado menor reactogemcidad
que sus parentales moétiles en ensayos con voluntarios (Mekalanos y col . 1995). Estos
experimentos sugieren que algun factor (es) asociado (s) al microorganismo, por si solo, o
en combinacion con un factor (es) soluble (s) producido (s) por estas cepas vacunales
durante sus interacciones con las células HT29-18N2, son los responsables de la mayor
induccion de atocinas inflamatorias de las cepas vacunales reactogénicas de V. cholerae
Las toxinas accesorias ZOT. ACE. HylA, RTX y la proteina HAP han sido presentadas como
posibles factores reactogémcos por sus actividades especificas sobre las células epiteliales
(Mel y col., 2000. Fulner y col. 2001 y Fullner 2003) Todos los genes que codifican para
estas proteinas estan presentes en la cepa JBK70. mientras que la cepa 81 solo tiene
intactos los genes de HylA. RTX y HAP, la cepa 638 los de HylA y RTX y la CVD103-HgR el
de HAP Entonces podemos establecer una relacion entre la mayor presencia de estos
genes en las cepas vacunales y la mayor induccion de mediadores inflamatorios en las
células HT29- 18N2 (JBK70 > 81 y ambas > 638 y CVD103-HgR. Tabla 3) Lo anterior
también coincide con los niveles de reactogemcidad producidos por estas cepas en los es-
tudios en voluntarios, ya que la cepa JBK70 fue reactogénica en voluntarios cubanos
(Tabla 6) y norteamericanos (Levine y col . 1988a). la cepa 81 fue considerada
reactogénica en este estudio (Tabla 6), la 638 no fue reactogemca en voluntarios cubanos
(Tabla 6) y la CVD103-HgR produjo muy bajos niveles de reactogemcidad en voluntarios
americanos (Levine y col. 1988b) Sin embargo, con las cepas vacunales estudiadas,
resulta muy dificil establecer una relacidon directa entre cada uno de los posibles factores
reactogémcos del microorganismo y la induccion de mediadores inflamatorios en las
células epiteliales, ya que estas cepas provienen de diferentes parentales toxigémcos con
un fondo genético diferente Para lograr este objetivo, se deberan realizar experimentos que
incluyan los posibles factores reactogémcos purificados y/o cepas imitantes isogénicas de

V cholo tan con mutaciones especificas en cada uno de ellos, para luego reincorpo-
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rar estos genes en las mismas cepas y evaluar la respuesta de mediadores inflamatorios
de las células epiteliales

Una vez que los vibriones llegan a las células epiteliales del intestino delgado e in-
teractuan con ellas, estas bacterias y sus principales componentes son transportados por
las células M hacia la zona subepitelial donde tienen su primer encuentro con los
macrofagos y las células dendriticas lo que induce una varida gama de respuestas que
pueden conducir al establecimiento de un proceso inflamatorio (Siebers y Finlay, 1996,
Mowat y Viney. 1997 y Sanz. 2001)

En esta tesis se demostré que el LPS de V cholerae principal componente de la superficie
de las bacterias Gram negativas, induce una respuesta de NO y del TNF-u en la linea de
macrofagos murinos J774 A2, pero no la RER (Figura 6). El aumento de la expresion de un
mediador con actividad anti-bactenana y la produccién de una citocina inflamatoria en los
macrofagos estimulados con el LPS de este microorganismo, concuerdan con lo observado
en varios estudios donde los macrofagos produjeron un grupo de atocinas inflamatorias en
respuesta al LPS bacteriano (Medzhitov, 2001 y Takayamay col . 2002)

Analizando de conjunto los resultados de los dos modelos in vitro. podemos decir que la
accion del LPS bacteriano sobre los macrofagos podria ejercer una funcién potenciadora de
la respuesta inflamatoria iniciada por las interacciones directas entre las cepas vacunales
de colera y las células del epitelio intestinal Ademas, los mediadores inflamatorios
producidos por las células epiteliales y los macréfagos en estos experimentos, tienen la
potencialidad de inducir el comienzo y la amplificacién de una respuesta inflamatoria en la
mucosa intestinal, con la participacion fundamental de leucocitos polimorfonucleares Lo
anterior coincide con el hecho, de que los voluntarios que recibieron la cepa vacunal
reactogémca CVD110 teman la mas alta presencia de neutéfilos en el TGl (Silva y col .
1996). Por otra parte se sabe que estas células inflamatorias pueden inducir una fuerte
secrecion de Cl en las células epiteliales (Madara y col. 1993), lo que pudiera explicar en
parte las diarreas observadas en los voluntarios que son inoculados oralmente con las
cepas vacunales reactogenicas

Entonces una diferencia importante surge de todos estos analisis las cepas vacunales
reactogénicas de V cholerae inducen la mas alta produccion de mediadores inflamatorios

en las células epiteliales (Tabla 3) y provocan diarreas
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en los voluntarios de éste (Tabla 6) y otros estudios (Levine y col , 1988a, Tacket y col,
1993 y Taylor y col, 1994) Estas diarreas tienen un mayor componente inflamatorio que las
diarreas de los voluntarios que fueron inoculados con cepas toxigénicas de V. cholerae
(Silva y col., 1996) Lo anterior sugiere que las diarreas del colera clinico y experimental
tienen una naturaleza menos inflamatoria que las producidas por las cepas vacunales
reactogénicas de cdélera De hecho, se ha sugerido que algun factor presente en las cepas
toxigénicas y que a su vez hubiera sido eliminado de las cepas vacunales de V. cholerae.
como es el caso de la TC podria regular la inflamacién en los humanos infectados con V.
cholerae (Silva y col 1996) Ademas, se ha informado que algunas cepas de V. cholerae 01
y de la mayoria de los aislados de los serogrupos no-01 que no tienen los genes de la TC
producen una patologia diferente al célera en los individuos infectados (Singh y col 2001)
Por ejemplo, una cepa no toxigémca de V cholerae 01 ha producido brotes de
gastroenteritis en Arabia Saudita (Bubshait y col.. 2000) con sintomas muy parecidos a los
que provoco la cepa vacunal reactogémca JBK70. que tiene delecionados los genes de la
TC. en los voluntarios inoculados (Levine y col 1988a)

Se sabe que la TC induce un patron de atocinas en las células epiteliales que podria crear
un ambiente anti-inflamatorio en la mucosa intestinal (McGee y col 1993 y Soriam y col
2002) Sin embargo, la modulacion que la TC puede ejercer sobre la induccion de atocinas
inflamatorias en células epiteliales expuestas a diferentes microorganismos no ha sido
suficientemente explorada.

En esta tesis se demuestra que las cepas toxigénicas de V. cholerae inducen menos IL-8
que las cepas vacunales en el modelo in vitro con células epiteliales (Tabla 5). aun cuando
los niveles de la TC producidos por las cepas toxigénicas en los cultivos de HT29-18N2
fueron inferiores a los que ellas producen en las condiciones 6ptimas de expresion de esta
toxina /// vitro (Tabla 4) Las bajas concentraciones de la TC obtenidas en estos
experimentos coinciden con un estudio realizado en células de la linea de colon T84 donde
las cepas toxigénicas de célera produjeron concentraciones similares de la TC a las
encontradas por nosotros Estas concentraciones de toxina fueron capaces de inducir
cambios en las propiedades eléctricas de las monocapas de células de epitelio intestinal

T84 (fullner y col 2001) Adicionalmente. la TC inhibié la produccion de IL-8 de las
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células HT29-18N2 estimuladas con las cepas vacunales de coélera (Tabla 5) La inhibicién
producida por la TC pudiera ocurrir por la induccion de AMPc y PGE, en las células
epiteliales, ya que diferentes trabajos sustentan la producciéon de estos dos metabolitos en
vanos tipos de células estimuladas con la TC (Peterson y col 1989 y 1994) Sin embargo, la
regulacion que el AMPc y la PGE;, ejercen sobre la expresion de la IL-8 en lineas
epiteliales ha sido contradictoria, por una parte se ha planteado que estos metabolitos
aumentan la expresion de la IL-8 en la linea de epitelio intestinal humano T84 (Yu y col..
1998) y por otra, se ha visto que un analogo de la PGE; inhibe la induccion de esta citocina
en tres lineas de colon humano, incluida la T84. estimuladas con LPS e IL-1 (Toshina y
col.. 2000). Ademas. se ha demostrado que un analogo del AMPc inhibe la produccion de la
IL-8 en células estimuladas de una linea epitelial de via aérea humana (Burvall y col..

2003) Teniendo en cuenta lo anterior, se debera estudiar que mecanismos y mediadores
estan involucrados en la inhibicién que la TC ejerce sobre la produccion de la IL-8 en esta
linea celular.

Otro resultado interesante fue que la TC sola no indujo la produccion de ninguno de los
mediadores inflamatorios analizados en los dos modelos estudiados (Tabla Figuras 7A y
8A). Sin embargo, la TC regul6é negativamente la producciéon de mediadores con actividad
anti-bacteriana en los macrofagos (Figuras 7 y 9) y aumento la produccién del TNF-a
inducida por LPS en las células de la linea J774 A2 (Figura 8)

La inhibicion de la produccion de NO por la TC (Figura 7) es posible que ocurra a través de
la induccion de AMPc ciclico y PGE, ya que se ha informado que la PGE. y el AMPc
reprimen la sintesis de la iINOS en la linea J774.A2 (Pang y Hoult. 1997) y se sabe que la
TC aumenta los niveles intracelulares de estos dos compuestos en varios tipos de células
(Peterson y col 1989 y 1994) Sin embargo los pacientes de célera tienen altos niveles de
NO,/NOs. en la sangre y en la orina (Janoff y col . 1997 y Qadri y col , 2002). lo cual
sugiere que la produccién de NO debe ser uno de los componentes de la defensa innata de
los humanos contra el célera No obstante, los mecanismos y las células responsables de la
producciéon de NO no se conocen, pero se lia postulado que este compuesto podria
provenir fundamentalmente de las células del epitelio intestinal inducido por la accién de la

TC y no de las células de la zona subepitelial (Janoff y col . 1997).
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Por otra parte, los niveles aumentados de AMPc también reducen la RER por la activacion
de proteinas cinasas dependientes de AMPc (Bengis-Garber y Gruener, 1996), lo que
explicaria la accion de la TC sobre la respuesta de los macrofagos frente al FMA (Figura 9)
No obstante, se piensa que el estrés oxidativo puede jugar un papel en la respuesta
inmune innata contra el célera, ya que se ha observado que los pacientes que contraen la
enfermedad tienen niveles elevados de superoxido dismutasa en el suero y de
mieloperoxidasa en la mucosa intestinal y las heces (Qadri y col , 2002). Ademas, se ha
demostrado que cepas de V cholerae con un fenotipo de hipersensibilidad a los iones
peréxidos no colonizan el intestino de los conejos (Kumar y col., 1994 y Baumler y Heffron.
1995). Estos efectos sugieren que la TC tiene también una accién anti-inflamatona en los
macrofagos Sin embargo, la TC aumentd la produccion de TNF-a inducida por el LPS
(Figura 8). aun cuando se sabe que el aumento de AMPc y PGE2. que produce esta toxina,
son potentes reguladores negativos de la expresion del TNF-a (Manogue y col 1991) En
favor de esta discrepancia podemos decir que la modulacion de esta citocina inflamatoria
por la TC ha sido contradictoria y dependiente del tipo de célula empleada (Leal y col 1996
y Altavilla y col 1996) Pero en la mayoria de los informes mas recientes donde se han
empleado macréfagos o monocitos humanos, esta toxina ha inhibido la produccion del
TNF-a inducida por el LPS de las bacterias Para so6lo poner un ejemplo, la TC inhibid
fuertemente la produccion del TNF-a en monocitos humanos estimulados con
concentraciones saturantes del LPS de Echerichia coli (Bagley y col 2002). Por lo anterior,
creemos se deben realizar nuevos experimentos con macrofagos 6 mo- nocitos humanos
para esclarecer la accion de la TC sobre esta respuesta en el caso del célera

La regulacion ejercida por la TC sobre la produccién de mediadores inflamatorios en las
dos lineas celulares empleadas, sugiere que esta toxina pudiera ser el principal factoi anti-
inflamatorio (postulado por Silva y col . 1996) que marque las diferencias entre las diarreas
mayormente secretorias que producen las cepas to- xigémcas y las diarreas con mayor
componente inflamatorio, producidas por las cepas vacunales de 1/ cholerae Es decn la TC
podria reprimir la respuesta inmune innata de los humanos contra una infeccién con \/
cholerae 01 u 0139 y. por ello el componente inflamatorio de las diarreas producidas por las

cepas toxi-
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genicas de este microorganismo, que serian entonces fundamentalmente secretorias (Silva
y col , 1996 y Qadri y col., 2002) Por el contrario, cuando la TC no esta presente, como es
el caso de las cepas vacunales vivas de V cholerae. se puede exacerbar la respuesta
inmune innata y entonces producir una respuesta inflamatoria de la mucosa intestinal que
conduzca a la produccion de diarreas, que en este caso tendrian un fuerte componente
inflamatorio (Silva y col.,, 1996) Nuevos experimentos deberan ser realizados en este
modelo in vitro de células de epitelio intestinal y en lineas monociticas humanas para
estudiar la accién independiente y la funcion anti-inflamatoria de la TC sobre estas células,
los cuales deberan ser acompafiados de estudios in vivo en los modelos animales de cdélera
El colera ha sido considerado tradicionalmente una enfermedad diarreica aguda secretoria
y no inflamatoria No obstante, en los ultimos afios se han presentando evidencias que
apuntan a la participacion de un proceso inflamatorio en la respuesta de los humanos a la
infeccion con V cholerae 01 y 0139 Se ha demostrado que los pacientes en la fase aguda
de la enfermedad tienen mas leucocitos polimorfonucleares y macrofagos en la mucosa
intestinal que los voluntarios sanos (Mathan y col., 1995). Ademas, estos pacientes tienen
una mayor presencia de mediadores inflamatorios (lactoferrma.NO. prostaglandina E,.
proteina C reactiva y superéxido dismutasa) en el suero, la mucosa y las heces que los
sujetos sanos y que los mismos pacientes en la fase de convalecencia (Qadri y col.. 2002).
No obstante, en esta ultima investigacion se reconocié que la presencia de las células y los
mediadores inflamatorios fue de bajo grado y que posiblemente solo sirviera para disminuir
la cantidad de vibriones en el intestino y ayudar al establecimiento de la respuesta inmune
adaptativa contra este microorganismo (Qadn y col . 2002)

Por el contrario, las cepas vacunales reactogénicas de colera parecen producir en los
voluntarios una diarrea fundamentalmente inflamatoria ya que se ha demostrado que las
muestras de heces de los voluntarios inmunizados por via oral con la cepa reactogémca
CVD110. contenian altos niveles de lactoferrma y valores incrementados de IL 8 mientras
que la cepa no reactogémca CVD103-HgR no indujo grandes cantidades de lactoferrma ni
de IL-8 en las heces de los voluntarios (Silva y col 1996) La mterleucma-8 es un potente
quimioatrayente de neutréfilos y Imfocitos T (Oppenheim y col 1991 y Eckmann y col

1993a). los
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primeros acumulan gran cantidad de lactoferrma en sus granulos secundarios (Sanchez y
col . 1992). por lo que dicha protema ha sido considerada un marcador de la presencia de
neutroéfilos en las heces (Guerrant y col 1992)

En esta tesis quedo confirmada la reactogemcidad de la cepa JBK70 (Levine y col . 1988a),
ya que la misma produjo diarreas reactogemcas en el 50% de los voluntarios cubanos
(Tabla 6) Por su parte, la cepa 81 produjo diarrea reactogémca en el 37 5% de los
voluntarios (Tabla 6). lo que hace que esta cepa fuera considerada reactogémca Por el
contrario, la cepa 638 fue considerada como no reactogémca ya que no produjo diarrea en
ninguno de los 9 voluntarios inoculados con ella (Tabla 6). Ademas, en este estudio se
confirma lo encontrado por Silva y colaboradores en 1996. ya que con el empleo de cepas
diferentes, demostramos que las cepas reactogénicas JBK70 y 81 inducen mayores niveles
de lactoferrma en las heces de los voluntarios que la cepa no reactogémca 638 (Tabla 6 y
Figura 10) Ademas, aun cuando no se alcanzaron diferencias significativas, si se observo
una tendecia hacia que los voluntarios que tuvieron diarreas presentaran los mas altos
niveles de lactoferrma en sus heces. Todo lo anterior reafirma la presencia de un
componente inflamatorio en las diarreas de los voluntarios que reciben las cepas vacunales
de céblera el cual es mayor en las cepas vacunales que resultan reactogemcas Para
confirmar la mayor induccién de un proceso inflamatorio intestinal por la accién de cepas
vacunales reactogénicas de cdélera se deberan realizar ensayos en voluntarios con cepas
toxigénicas y vacunales de V cholerae y estudiar la presencia de células inflamatorias y la
expresion de mediadores inflamatorios en la sangre y las heces de los voluntarios Si
analizamos de conjunto todo lo discutido hasta aqui, veremos que en estos trabajos se
aportan evidencias del componente inflamatorio de la reactogemcidad y se ofrecen nuevos
conocimientos que pueden ayudar a la mejor comprension de los mecanismos que median
los efectos adversos producidos por las cepas vivas candidatos vacunales de coélera al ser
inoculadas en los humanos Ademas, demostramos que el modelo de células HT29-18N2 es
util para estudiar la reactogemcidad de los candidatos vacunales de colera antes de que
pasen a los estudios en humanos, asi como brindamos evidencias de que dicho modelo
puede servii para estudiai los factores del microorganismo que inducen la respuesta

diferencial de atocinas en la linea celular HT29-18N2
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Conclusiones.

Las cepas vacunales de V. cholerae y su principal componente superficial el LPS
bacteriano, inducen una secrecion de mediadores inflamatorios en modelos de
células de epitelio intestinal y de macrofagos que guarda relacién directa con la

capacidad de las cepas vacunales de producir reactogemcidad en los humanos

La interaccion directa entre las cepas vacunales de codlera y las células de la linea
HT29-18N2 son imprescindibles para que éstas produzca una respuesta de

citocinas inflamatorias

La toxina de colera modula la respuesta de mediadores inflamatorios de las lineas
celulares HT29-18N2 y J774 A2 expuestas a las cepas vivas de V cholerae y al LPS
bacteriano, respectivamente, lo que apunta hacia un papel regulador de Ia

inflamacion de esta toxina en el colera

Las cepas vacunales de V cholerae que producen reactogemcidad. inducen una
mayor presencia de neutrofilos en el TGl de los individuos inoculados que las
cepas no reactogémcas, lo cual representa una evidencia del componente

inflamatorio de la reactogenicidad
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Recomendaciones.

Realizar experimentos en macrofagos 6 monocitos humanos de induccién de
mediadores inflamatorios por la accién del LPS de V cholerae y evaluar la mo-

dulaciéon que la TC produce sobre dicha respuesta

Evaluar la accion de posibles factores reactogémcos purificados, asi como de
cepas de V cholerae con mutaciones especificas en cada uno de ellos sobre la

respuesta de mediadores inflamatorios de la linea de epitelio intestinal HT29- 18N2

Disefar nuevos experimentos en el modelo in vitro de células de epitelio intestinal.
diferenciadas o no. para estudiar la funcién reguladora de la TC sobre la respuesta
de mediadores inflamatorios en estas células Estos experimentos deberan ser

acompafnados de estudios in vivo en los modelos animales de cdlera

Estudiar la presencia de células y mediadores inflamatorios en el suero y las heces
de voluntarios inoculados oralmente con cepas toxigénicas y vacunales de V
cholerae. para confirmar que las cepas vacunales reactogénicas inducen una
mayor respuesta inflamatoria que las cepas no reactogénicas o toxigénicas de V.

cholerae
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cholerae induce a differential and specific array of three promflammatory cytokines m
intestinal epithelial cell Ime

Second European Mucosal Immunity Group Meetmg Gothenburg. Svveden 2000

Rodriguez, B. L. A Rojas J Campos. T Ledoén. E Valle, W Toledo and R Fando

Differential piomflamrnatory cytokine response of an intestinal epithelial cell Ime to

reactogemc and non-reactogemc candidate vaccme strams of Vibrio cholerae
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Second European Mucosal Immunity Group Meeting Gothenburg, Sweden 2000
Garcia, L , A Talavera, J A Benitez, H Garcia. R Fando, B Cedré, A Pérez J Campos.

B. L. Rodriguez, J L Pérez. T Valmaseda. A Silva, O Pérez. A Pérez Sierra. M

Ramirez. L Bravo. T Ledon. M Diaz Jidy. M Lastre, and G Sierra Vibrio cholerae 638
strain Reactogenicity and immunogenicity in volunteers.
35" US-Japan cholera and other bacterial enteric infections Jomt Panel Meeting

Baltimore, USA 1999 Rodriguez, B. L., R Fando, J Campos. T Ledén E Valle and A

Rojas. Differential IL-8 response of intestinal epithelial cell line to reactogenic and
non-reactogemc candidate vaccine strains of Vibrio cholerae.

35" US-Japan cholera and other bacterial enteric infections Jomt Panel Meeting
Baltimore. USA 1999 Fando. R., J. Campos. T. Leddén. E. Valle. K Marrero. B. L.
Rodriguez Late breaker; "Effect of hap on the reactogenicity and immunogenicity of

cholera vaccine candidates"

Tesis de diploma:

Respuesta diferencial de interleucina-8 de la linea celular de epitelio intestinal HT29-
18N2 a cepas vacunales reactogénicas y no reactogénicas de Vibrio cholerae 2000
CNIC. Instituto Finlay. Tesis de Lic. en Microbiologia

Estudio in vitro e in vivo de la induccion de mediadores inflamatorios por la accién de
cepas vivas candidatos vacunales de Vibrio cholerae. 2002. CNIC Tesis de Lie en
Bioquimica

Premios nacionales:

Vibrio cholerae 638. primera cepa atenuada cubana, candidato vacunal anti-célera en
completar su fase de caracterizacion y evaluacion investigativa 1999 Garcia. L R
Fando. A Pérez, G Sierra. H Garcia, B. Cedré, T Valmaseda, A Talabera, G Afo. B. L.
Rodriquez, J Pérez, J Campos, M Ramirez, L Bravo. O Pérez. A Pérez Sierra. T
Ledon J Menéndez, M. D. Jidy, |I. Gonzalez, T. Serrano y A Moreno Resultado

Relevante de la Academia de Ciencias de Cuba
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