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RESUMEN

Las cepas toxigénicas de Vibrio cholerae que pertenecen a los serogrupos
O1 y 0139 son los agentes etioldgicos de extensas epidemias y pandemias
de colera. El coélera se caracteriza por una diarrea aguda deshidratante
causado por la toxina colérica (CT). Sin embargo, existen cepas de V.
cholerae que carecen de los genes para la produccion de CT, que se han
asociado con enfermedades gastrointestinales. Se ha propuesto a la
hemolisina HIyA como un importante factor de virulencia de estas cepas. La
proteina HlyA es una toxina hemolitica capaz de lisar eritrocitos de diferentes
especies, asi como también células epiteliales en cultivo. Esta proteina tiene
la capacidad de asociarse a la membrana de su célula blanco y formar un
poro heptamérico con actividad de canal aniénico. Nuestro grupo demostré
recientemente que la hemolisina HIyA induce la formacion de vacuolas
citoplasmicas en células epiteliales Vero en cultivo. Otros reportes indican
que la actividad de canal aniénico formado por la hemolisina es responsable
del proceso de vacuolizacién y de la muerte por lisis. En este trabajo
investigamos la posible induccibn de apoptosis por la hemolisina
vacuolizante HIyA, como un mecanismo de muerte celular alterno a la
necrosis. Nuestros resultados indican que las células Vero vacuolizadas
presentan marcadores tempranos de apoptosis cuando se tratan con
sobrenadantes de V. cholerae 69750, una cepa no-O1 hiperproductora de la
hemolisina HIyA. De manera interesante demostramos que las células
linfoides Jurkat presentan también estos marcadores tempranos de
apoptosis. Ademas, determinamos que la PARP, proteina procesada por
caspasas cuando la apoptosis se establece como via de muerte, es
fragmentada en las células Jurkat tratadas con el sobrenadante de la cepa
69750, sugiriendo que la fragmentacion de la PARP es parte de los eventos
inducidos por la hemolisina HlyA. Sin embargo, esta fragmentacion no fue
detectada en las células Vero vacuolizadas. En este trabajo determinamos
mediante la técnica de TUNEL, que las células Vero y Jurkat tratadas con el
sobrenadante de la cepa 69750 presentan fragmentacion del DNA, una
caracteristica clasica de la muerte celular via apoptosis. Experimentos en los
que se utilizaron anticuerpos anti-hemolisina HlyA, mostraron que el bloqueo
de esta proteina inhibe la apoptosis en células Vero y Jurkat tratadas con
sobrenadantes de la cepa vacuolizante 69750. Interesantemente,
determinamos que la utilizacion del inhibidor de canales anidnicos DIDS es
capaz de prevenir la vacuolizacion de células Vero, ademas de inhibir la
fragmentaciéon del DNA en células Jurkat y en células Vero. Los resultados
de nuestro trabajo muestran que la hemolisina vacuolizante es capaz de
inducir apoptosis en células Vero y Jurkat. Ademas, nuestro trabajo sugiere
fuertemente que el canal anidnico formado por la hemolisina HIyA es
responsable de la induccion de apoptosis en ambas lineas celulares.



ABSTRACT

Vibrio cholerae toxigenic strains belonging to O1 and O139 serogroups are
the etiologic agents of cholera epidemics and pandemics. Cholera is
characterized by an acute dehydrating diarrhea caused by the cholera toxin
(CT). However, there are strains lacking the genes for CT production and still
are able to cause gastrointestinal diseases. It has been suggested that the V.
cholerae hemolysin HIyA is a cytotoxin that may play an enteropathogenic
role in the absence of other known virulence factors. The HIyA protein is a
hemolytic toxin able to damage erytrocytes of different species and ephitelial
cells from cultures. This protein binds and assembles on target cell
membranes forming heptameric pores with anionic channel activity. We
recently demostrated that HIyA induced cytoplasmic vacuoles on Vero
epithelial cells in cultures. Others works indicate that the anionic channel
formed by the hemolysin is responsible for the vacuolation and death by
lysis. In this work, we investigated the possible apoptosis induction by the
vacuolating hemolysin HIyA, as an alternative cell death mechanism to
necrosis. Our results indicated that vacuolized Vero cells presented markers
of early apoptosis events when treated with supernatants from non-O1 V.
cholerae 69750 HIyA hyperproducer strain. Interestingly, we demostrated
that Jurkat lymphoid cells presented markers of early apoptosis too.
Moreover, we determined PARP fragmentation associated with caspase
activation in Jurkat cells treated with supernatants of strain 69750. However,
PARP fragmentation was not detected in vacuolating Vero cells. In this work
we show that both Vero and Jurkat cell lines treated with supernatants of
69750 strain underwent apoptosis as determined by the TUNEL technique
and furthermore, this effect was totally abrogated in the presence of rabbit
anti-HIyA antisera. Interestingly, we show that using DIDS that blocks anionic
channel activity and prevents cell vacuolation, we were able to inhibit
apoptosis in both Vero and Jurkat cells. Our results demostrate that
vacuolating hemolysin is capable to induces apoptosis in Vero and Jurkat
cells. Moreover, our work strongly suggests that the anionic channel formed
by the HIyA hemolysin, is responsible to induce apoptosis in both cell lines.



l. INTRODUCCION

Vibrio cholerae: taxonomiay clasificacion seroldgica

El codlera epidémico causado por Vibrio cholerae toxigénico
perteneciente a los serogrupos O1 y O139 es un grave problema en salud
publica en muchos paises en desarrollo. La enfermedad se caracteriza por
una diarrea aguda deshidratante causada principalmente por la toxina
colérica (CT), enterotoxina producida por estos microorganismos durante la
patogénesis de la enfermedad (Farugque and Nair, 2002). En su forma
severa, los pacientes llegan a presentar shock hipovolémico, acidosis y la
muerte si el tratamiento adecuado no es iniciado a tiempo.

Dos caracteristicas epidemiologicas distintivas del colera son: la
tendencia a aparecer en brotes explosivos, siempre y cuando inicien en
focos distintos simultaneamente, y su propension para causar verdaderas
pandemias, que afectan progresivamente muchos paises en multiples
continentes en el transcurso de varios afos (Kaper et al, 1995).

El género Vibrio incluye muchas especies diferentes, de las cuales
pocas son patogénicas. El ejemplo clasico de especies patdogenas de este
geénero es V. cholerae, una bacteria curva Gram-negativa, mévil por un solo
flagelo polar, no esporulada, que mide 1.4-2.6 pm de largo. Este
microorganismo es anaerébio facultativo, capaz de presentar metabolismo
respiratorio y fermentativo, es oxidasa positiva y reduce nitratos y su
crecimiento es estimulado por la adicién de cloruro de sodio.

El genoma de V. cholerae esta constituido por dos cromosomas
circulares, el cromosoma | comprende 2.96 megabases y el cromosoma |l

esta integrado por 1.07 megabases. Ambos cromosomas tienen la misma
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cantidad de guanina y citosina, constituyendo aproximadamente el 47% de
nucledtidos del genoma. Estos datos sugieren que estas dos unidades de
replicacion (replicones) han coexistido juntas por un largo periodo de tiempo.
En el cromosoma | se encuentran genes que participan en funciones
esenciales de la célula, como la replicaciéon del DNA, la division celular, la
transcripcion, los genes involucrados en procesos de traduccion y biosintesis
de la pared celular. El cromosoma Il esta integrado por genes involucrados
en el transporte y metabolismo de azucares, en el transporte de iones y
aniones, en la sintesis de proteinas ribosomales y en la reparacion del DNA
(Waldor, 2000).

Entre las especies que integran el género Vibrio, V. cholerae es una
especie bien definida con base a pruebas bioquimicas y estudios de
homologia del DNA, sin embargo, no es homogénea en muchos aspectos,
por ejemplo, se han realizado distinciones importantes dentro de la especie
con respecto al serogrupo, produccién de toxina colérica y potencial para
ocasionar brotes epidémicos. La serotipificacion esta dada con base en el
antigeno O estable que se encuentra en la superficie de la bacteria
(Chatterjee and Chaudhuri, 2003). A la fecha, se han identificado 206
serogrupos de V. cholerae (Faruque and Nair, 2002). Anteriormente, todas
las epidemias de colera fueron causadas por cepas de V. cholerae que
pertenecian al serogrupo O1. Este conocimiento fue valido hasta que un
nuevo serogrupo, el 0139, surgié en 1992 causando una extensa epidemia
en la India. Solo aquellas cepas de los dos serogrupos, O1 y 0139, que
producen toxina colérica estan asociadas con el célera epidémico, sin

embargo, hay cepas de estos serogrupos que carecen de los genes CtxAB,
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por lo tanto no producen CT, no causan célera y tampoco estan involucradas
en epidemias. No obstante existen cepas que pertenecen a serogrupos
diferentes al O1 y 0139 que han producido brotes ocasionales de célera,
estas cepas no se han asociado con grandes epidemias 0 pandemias
extensas (Chatterjee and Chaudhuri, 2003).

Las diferencias en la composicion del antigeno somatico O son la
base de la clasificacion seroldgica de V. cholerae. El antigeno O es estable
al calor y estd compuesto de homopolimeros de D-perosamina. Los
diferentes grupos O son referidos como serogrupos o serovares (Kaper et al,
1995). El serogrupo O1 se divide en tres formas antigénicas denominadas
Inaba, Ogawa e Hikojima, las cuales se mencionan como serotipos o
subtipos. El antigeno O de V. cholerae O1 consiste de tres factores
designados A, B y C. El Factor A es un homopolimero de D-perosamina,
pero la naturaleza de los factores B y C se desconoce. Las diferencias entre
los serotipos suelen ser cuantitativas. Las cepas Ogawa exhiben los
antigenos A, B y pequefas cantidades de C. Mientras que las cepas Inaba
muestran solo los antigenos A y C. Las cepas Hikojima contienen los tres
factores, sin embargo, este fenotipo no es del todo reconocido como un
serotipo mas por el hecho de ser raro e inestable (Kaper et al, 1995). Las
cepas de V. cholerae O1 se han dividido en dos biotipos, Clasico y El Tor.
Esta subdivisién se basa en las pruebas descritas en la tabla 1 (Chatterjee
and Chaudhuri, 2003).

Entre 1817 y 1961, ocurrieron seis pandemias de codlera. El biotipo
Clasico fue el responsable de la quinta y la sexta pandemia y se cree que

esta asociada con las primeras pandemias ocurridas, sin embargo, no existe
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evidencia de ello. El agente causal de la séptima y actual pandemia de

colera, que inicié en 1961, pertenece al biotipo El Tor.

Tabla 1. Principales pruebas empleadas para la
biotipificacion de V. cholerae

Prueba Respuesta de los biotipos
Clasico El Tor
Hemolisis de eritrocitos de carnero } +-
Aglutinacion de eritrocitos de pollo - +

Reaccion de Voges-Proskauer
Inhibicion por polimixina B (50 ug)
Lisis por el fago Gr. IV

Lisis por el fago FK

+ 4+ +
1

Factores de virulencia

Las principales caracteristicas de la patogénesis del célera ya han
sido establecidas. La infeccion debida a V. cholerae inicia con la ingesta de
agua o alimentos contaminados. Después de superar la barrera acida del
estdmago, la bacteria coloniza el epitelio del intestino delgado principalmente

por medio del pili regulado por la toxina conocida como TCP, la adhesina
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mas importante. Aunque posiblemente otros factores de colonizacién como
son diferentes hemaglutininas, el factor de colonizacion accesorio, y el pili
codificado por core, tengan un papel relevante en este primer paso de la
patogénesis del colera (Taylor et al, 1987).

La enterotoxina colérica producida por los vibrios adheridos, se
secreta a través de la membrana externa bacteriana al ambiente extracelular
y se introduce a la célula a través de la unién de la subunidad B pentamérica
con el gangliosido receptor GM1. Una vez dentro de la célula, la subunidad A
termina alterando el transporte de iones en las células del epitelio intestinal
(Lencer, 2001). La subsecuente pérdida de agua y electrolitos conduce a la
diarrea severa caracteristica del colera.

Histéricamente fue Robert Koch quien sugirio la existencia de la toxina
colérica en 1884, aunque ésta se demostrd 75 anos después por De (1959).
La purificacion y el andlisis estructural de la toxina mostraron que consiste
de una subunidad A y cinco subunidades B idénticas (Finkelstein and
Lospalluto, 1969). La subunidad A esta compuesta por dos dominios
estructurales denominados péptido A; y A,. El péptido A es la subunidad
que posee una actividad enzimatica especifica, actua intracelularmente
incrementando los niveles de AMPc cambiando la tendencia de absorcion
del intestino delgado por secrecion.

Es claro que la produccion de CT por V. cholerae es relevante, desde
el punto de vista de que un serogrupo adquirid el potencial para causar
epidemias. Esto ha sido evidenciado desde el surgimiento de V. cholerae
0139. En V. cholerae toxigénico O1 y 0139 se identificé una region de 4.5

kb que fue denominada cassette de virulencia (Trucksis et al, 1993), pero no
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la presentan las cepas no toxigénicas. Se sabe que al menos seis genes son
los elementos que integran esta region de virulencia. Estos genes incluyen
ctxAB (que codifica para las subunidades A y B de CT); zot que codifica para
la toxina que altera a nivel de la zonula occludens: ZOT (Fasano et al, 1991);
cep, el pili codificado por la regién core (Pearson et al, 1993); ace, la
enterotoxina accesoria del core y orfU, cuyo producto es de funcidn
desconocida (Truckis et al, 1993). Muchas cepas del biotipo El Tor tienen
elementos de insercidon en secuencias repetidas (RS) en ambos lados del
core, las cuales se infiere que dirigen la integracion sitio especifica del DNA
del cassette de virulencia en el cromosoma de V. cholerae (Mekalanos,
1985; Goldberg and Mekalanos, 1986; Pearson et al, 1993). La region del
core junto con las secuencias RS que la flanquean conforman el elemento
genético de la toxina colérica CTX (Mekalanos, 1983).

Diversos estudios de genética molecular e induccién del ciclo litico
con mitomicina han demostrado que el elemento CTX constituye el genoma
de un bacteriéfago filamentoso (CTX¢). El fago puede ser propagado en
cepas de V. cholerae receptoras, en las que el genoma CTX¢ se integra al
cromosoma bacteriano formando lisbgenos estables. Sin embargo, el fago
puede permanecer en forma replicativa fuera del cromosoma (Waldor and
Mekalanos, 1996).

La caracterizacion genética mas reciente del elemento CTX¢ reveld
que consiste de dos regiones funcionalmente diferentes, las regiones core y
RS2. La region core codifica para CT y los genes involucrados en la
morfogénesis del fago, mientras que RS2 codifica para genes requeridos en

la replicacion, integracion y regulacion de CTX¢ (Waldor et al, 1997). CTX¢
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puede ingresar a la célula de V. cholerae mediante un organelo localizado en
la superficie de la bacteria denominado pili co-regulado por toxina (TCP) el
cual es un elemento requerido para la colonizacion intestinal, ya que codifica
para la adhesina mas importante en la enfermedad. Estos genes son
incorporados en el cromosoma del hospedero induciendo la secrecion de
CT.

El producto del gen zot incrementa la permeabilidad de la mucosa
intestinal por su efecto deletereo sobre la estructura de las uniones
estrechas (Fasano et al, 1991), mientras que el producto del gen ace es una
toxina que afecta el transporte de iones del epitelio intestinal; ambos eventos
conducen a una pérdida de liquidos y diarrea.

Un factor cuyo gen reside fuera del elemento genético CTX y que
probablemente contribuye en el proceso de la enfermedad es la hemolisina
HlyA (Honda and Filkenstein, 1979). En contraste con la secrecion de
liquidos producida por CT que no posee caracteristicas hemorragicas, la
hemolisina es capaz de causar acumulacion de fluidos con presencia de
sangre y moco en experimentos realizados en asa ligada de conejo. Es
decir, ya se ha demostrado que la proteina HIyA es una toxina secretora y

hemorragica (Ichinose et al, 1987).

Hemolisina HIyA de V. cholerae

Tradicionalmente, V. cholerae biotipo El Tor se diferencia de cepas
pertenecientes al biotipo Clasico con base en su capacidad para causar
hemolisis de eritrocitos de carnero y cabra. V. cholerae biotipo El Tor es el

agente causal de la séptima pandemia de cdlera, sin embargo, durante la
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evolucion de la misma, muchos aislamientos de cepas El Tor perdieron su
capacidad para inducir hemdlisis o la expresaron débilmente, aunque el
sindrome clinico del cdlera es idéntico en los dos biotipos (Honda and
Finkelstein, 1979).

biotipo ElI Tor por Honda y Finkelstein (1979), demostrando su alta
capacidad hemolitica en eritrocitos de conejo, cabra, ratdn y carnero; sin
embargo, en eritrocitos de pollo, caballo y humano se obtuvo baja capacidad
hemolitica. Ademas de su actividad hemolitica, la proteina demostrd ser
citotoxica, cardiotdxica y letal en un modelo de ratéon (Honda and Filkenstein,
1979; Yamamoto et al, 1984).

La administracion de 25 ug de la hemolisina purificada produjo
acumulacion de fluidos en asa ligada de conejo y actividad citotoxica de la
mucosa demostrada mediante observacion histolégica (Yamamoto et al,
1984; Ichinose et al, 1987). También se demostr6 que la hemolisina
purificada a partir de cepas de V. cholerae no-O1 es bioldgica, fisicoquimica
e inmunologicamente indistinguible de la hemolisina de V. cholerae del
biotipo El Tor (Yamamoto et al, 1986). Estos hallazgos sugirieron que la
hemolisina podria contribuir a la patogénesis de las gastroenteritis causadas
por algunas cepas de V. cholerae que carecen de los genes que codifican
para la toxina colérica.

La hemolisina HIyA esta codificada en la region hly (Fig. 1) del
cromosoma Il (Goldberg and Murphy, 1985; Ogierman et al, 1997), la cual
consta de los genes estructurales hlyA, hlyB y hlyC (Manning et al, 1984).

Una delecion en el gen hlyA produjo la pérdida en la actividad hemolitica de
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V. cholerae El Tor, demostrandose que es el producto del gen hlyA el que
codifica directamente para la sintesis de la hemolisina (Yamamoto et al,
1990). Adyacente al gen hlyA se encuentra el gen hlyB, que codifica para
una proteina de 60.3 kDa que se encuentra asociada a la membrana externa
de la bacteria. Mutaciones en hlyB afectan la secrecién de la hemolisina en
etapas de crecimiento exponencial, en donde la hemolisina se localiza
dentro de la bacteria y se libera solo en la fase estacionaria (Alm and
Manning, 1990). El gen hlyC codifica para una proteina de 30 kDa con
actividad de lipasa, sin embargo, mutaciones en este gen no afectan la
secrecion de la proteina HIyA (Ogierman et al, 1997). Se ha sugerido que la
proteina de uniéon al DNA HlyU, cuyo gen se localiza en el cromosoma |l
fuera del locus hly, regula la expresion de la hemolisina, debido a que
mutaciones en este gen provocan una deficiente produccién de la proteina

HIyA (Williams et al, 1996).
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Fig. 1. Organizacion genética del locus hly.
(Ogierman et al, 1997)

19



Stoebner et al (1988), determinaron que la sintesis de la hemolisina
HIlyA puede estar regulada coordinadamente con la sintesis de un sideroforo
de V. cholerae denominado vibriobactina. La produccién de vibriobactina y
de hemolisina en medio con concentraciones bajas de hierro se reprime al
adicionar hierro al medio, pero no hay pruebas de que la hemolisina esté
relacionada con la captacion de hierro “per se”.

La hemolisina HIyA se sintetiza en la bacteria como una pre-pro-toxina
de 82 kDa, la cual se procesa como una pro-toxina de 79 kDa después de
haber perdido un péptido sefial, esto sucede durante la secrecion a través de
la membrana interna de V. cholerae (Fig. 2). La pro-toxina se procesa como
una proteina madura activa de 65 kDa después de haber perdido un
polipéptido de 15 kDa del extremo amino terminal, esto ocurre en el espacio
periplasmico y en el medio extracelular (Yamamoto et al, 1990; Hall and

Drasar, 1990).
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Fig. 2. Representacion de los diferentes dominios de la hemolisina
vacuolizante HIyA (Olson et al, 2003).
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Datos experimentales sugieren que el procesamiento proteolitico de la
pro-toxina es un paso esencial en la activacion de la hemolisina, y que ésta
ruptura ocurre entre los aminoacidos Ala-157-Asn-158. Una hemaglutinina/
proteasa secretada por V. cholerae es capaz de procesar a la hemolisina y
convertirla en forma activa, sin embargo, se ha determinado que enzimas
como la tripsina, a-quimotripsina, subtilisina, papaina y metaloproteinasa
ADAM-17 son capaces de realizar este procesamiento. Todas estas
proteasas tienen sitios de corte diferentes entre los aminoacidos Leu-146 y
Asn-158. Se desconoce la proteasa que activa a la pro-toxina en el sitio
nativo del procesamiento y las consecuencias estructurales de eventos de
procesamientos alternativos (Nagamune et al, 1996; Valeva et al, 2004).

La hemolisina HIyA de V. cholerae es una proteina formadora de
poros, el proceso de formacion del poro involucra la union reversible de
monomeros de 65 kDa a la membrana de la célula blanco (Saha et al, 1997).
Subsecuentemente, los mondmeros se ensamblan formando un oligémero
casi siempre heptamérico que se inserta en la membrana de la célula. Este
mecanismo de dafio a la membrana explica la actividad hemolitica de la
proteina HlyA. Se ha demostrado que la hemolisina se une especificamente
a glicoproteinas con motivos terminales -1 galactosil, a través de su
extremo carboxilo. Ademas, se ha establecido que la presencia de colesterol
en la membrana de la célula blanco induce la oligomerizacién de la proteina
HIyA (Zitzer et al, 2001; Chattopadhyay et al, 2002; Harris et al, 2002;
Chattopadhyay et al, 2003). Se ha descrito que la glicoforina B, una

sialoglicoproteina presente en la membrana de los eritrocitos humanos, es
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un receptor de la hemolisina; sin embargo, aun se desconoce la naturaleza
del receptor para la proteina HIyA en células nucleadas (Zhang et al, 1999).

Mediante estudios realizados en eritrocitos, membranas lipidicas
planares y liposomas, se ha fotografiado a la hemolisina formando un poro
heptamérico de 0.9-1.0 nm de diametro (Fig. 3). Se ha demostrado que
dicho poro, formado por la hemolisina es selectivamente permeable a iones
K*, pero no a iones Ca®*. Ademas, se ha determinado que la formacién del
poro tiene como consecuencia la permeabilizacion de la membrana,
induciendo de esta manera la muerte de la célula por necrosis (lkigai et al,

1996; Zitzer et al, 1997; Zitzer et al, 1999; Harris et al, 2002).

Fig. 3. Micrografia electrénica de membranas de eritrocitos tratadas
con la hemolisina HIyA, en donde se observa el patron de agregacion
de los oligdmeros y la formacién de un poro (lkigai et al, 1996).
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. ANTECEDENTES

Efecto vacuolizante

Un modelo para determinar la toxicidad de productos secretados por
patdgenos bacterianos, es el estudio del efecto de sobrenadantes de cultivos
sobre lineas de células eucariéticas bajo condiciones controladas in vitro. En
este contexto, se analiz6 el efecto de sobrenadantes a diferentes diluciones
obtenidos de cepas de V. cholerae no-O1 aisladas a partir de muestras
fecales de pacientes mexicanos con diarrea, y se describié la actividad
vacuolizante en células Vero, logrando demostrar que este efecto es
causado por la hemolisina HIyA (Figueroa-Arredondo et al, 2001). La
actividad vacuolizante se ha encontrado de manera independiente en cepas
de V. cholerae no epidémicas de la India y Brasil, indicando que este
fendmeno es universal (Mitra et al, 2000; Coelho et al, 2000),

Inicialmente, esta vacuolizacion evoca a la causada por la citotoxina
vacuolizante VacA de Helicobacter pylori (Cover and Blaser, 1992). Sin
embargo, observaciones mas cuidadosas evidenciaron diferencias entre
ambos efectos. Las vacuolas inducidas por VacA y HIyA responden de
manera diferente a tratamientos con desestabilizadores del sistema
endosomal, como espermidina y NH4Cl, los cuales estimulan Ila
vacuolizacion causada por H. pylori, pero no la inducida por V. cholerae
(Figueroa-Arredondo et al, 2001). Contrario a la vacuolizacion causada por la
proteina VacA, el efecto vacuolizante inducido por la hemolisina se exacerba
por tratamientos con la concanamicina B, un inhibidor de la vATPasa que
bloquea el bombeo de protones hacia los compartimentos vacuolares.

Ademas, las vacuolas inducidas por VacA captan el colorante rojo neutro de
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manera uniforme, indicando la naturaleza acida de las mismas. Sin embargo,
solo algunas vacuolas inducidas por la hemolisina HIyA se tifien con este
colorante, indicando la presencia de vacuolas tanto acidas como no acidas
dentro de una misma célula. Este hecho denota la diferencia en los
microambientes vacuolares en la intoxicacidon con la hemolisina HIyA y
establece que existe un doble origen de estas vacuolas, endosomal y no
endosomal (Figueroa-Arredondo et al, 2001).

La capacidad de producir actividad vacuolizante varia entre cepas de
V. cholerae. Una diferencia principal es que en general, las cepas
toxigénicas del biotipo EI Tor son deficientes productoras de la hemolisina,
por lo que no son cepas altamente hemoliticas. En tanto que las cepas no-
O1, siendo ctx” son eficientes productoras de la hemolisina, por lo tanto son
altamente hemoliticas e inducen vacuolizacion in vitro de manera eficaz.

Mediante estudios hechos en cepas V. cholerae no-O1 en el INDRE,
se encontrdo que la cepa 52201, aislada de una paciente en el estado de
Oaxaca, mostro titulos altos de vacuolizacion al igual que la cepa 69750
aislada en 1995 en el estado de Tamaulipas. Por lo tanto, ambas cepas se
conservaron por su calidad de hiperproductoras de HIyA. Alicuotas
altamente diluidas del sobrenadante de la cepa 52201 (1:500) indujeron
vacuolizacion en células Vero, 2 h después del tratamiento. Con alicuotas
sin diluir fue posible observar que las células se redondean, se desprenden
de su sustrato y eventualmente se lisan (Figueroa-Arredondo et al, 2001).

Otros estudios han caracterizado la localizacion intracelular de la
hemolisina. La intoxicacién de células Vero durante 4 h con la hemolisina

purificada, permitié detectar que la proteina HIyA es internalizada y que se
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encuentra asociada a membranas que forman numerosas vacuolas en el
citoplasma de las células. También se ha demostrado que las vacuolas
presentan marcadores de diferentes compartimentos intracelulares, como
son la proteina rab7, una GTPasa que regula etapas tardias de trafico
endosomal; LAMP-1, una glicoproteina asociada a lisosomas y elementos de
compartimentos trans-Golgi. Sin embargo, no se lograron detectar vacuolas
con marcadores de endosomas tempranos, como son los receptores de
transferrina y calreticulina. Estas evidencias corroboran que las vacuolas
inducidas por la hemolisina HIyA se originan de mas de un tipo de
compartimiento de naturaleza acida (Moschioni et al, 2002).

Con base en datos preliminares que indican que la hemolisina HIyA es
capaz de formar un canal aniénico selectivo permeable a iones (Krasilnikov
et al, 1992; Menzl et al, 1996), se utilizaron inhibidores de canales aniénicos
para determinar si el canal formado por la hemolisina HIyA participa en el
efecto vacuolizante. Empleando como modelo de vacuolizacién células Vero
intoxicadas con hemolisina purificada, Moschioni et al (2002), utilizaron los
inhibidores de canales anidnicos DIDS y SITS. Los resultados obtenidos
mostraron una eficiente inhibicion de la vacuolizacion de manera dosis
dependiente, ademas, ambos inhibidores fueron capaces de prevenir la lisis
celular después de 24 h de incubacién con la toxina; esto ultimo fue
detectado mediante la exclusién al azul tripano. Estos datos sugieren que el
canal aniénico de la hemolisina HIyA es la lesidén molecular en la célula, que
eventualmente resulta en la formacion de vacuolas y también en la muerte

por lisis (Figueroa-Arredondo et al, 2001; Moschioni et al, 2002).
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Dada la ausencia de informacién publicada que explique de que
manera, la hemolisina HIyA de V. cholerae es capaz de inducir muerte
celular como consecuencia de su condicion citotoxica, resulta interesante
encontrar que varios reportes han indicado la capacidad de VacA de H.
pylori para inducir apoptosis en células epiteliales gastricas in vitro e in vivo
(Rudi et al, 1998; Peek et al, 1999; Kuck et al, 2001). A pesar de que se han
reportado multiples factores pro-apoptéticos en H. pylori, recientemente se
ha demostrado que la toxina VacA es suficiente para inducir apoptosis
mediante un mecanismo dependiente de mitocondria (Galmiche et al, 2000;
Cover et al, 2003). VacA es capaz de alcanzar la mitocondria y alterar la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, por un mecanismo dependiente
de la actividad del canal de la toxina (dado que es sensible a la actividad de
DIDS Y SITS), que resulta en la liberacién de citocromo c. Este modelo
representa un nuevo mecanismo para la induccién de apoptosis por la via
intrinseca, ejercido por una toxina bacteriana secretada por H. pylori (Willhite
et al, 2004).

Las evidencias que demuestran que la hemolisina de V. cholerae
exhibe actividad vacuolizante en células nucleadas resultan muy
interesantes por varias razones. Primero, solo otras pocas toxinas
bacterianas con actividad vacuolizante han sido identificadas, como son la
aerolisina, una toxina formadora de poros producida por Aeromonas
hydrophila (Abrami et al, 1998), y la toxina VacA de H. pylori (Cover et al,
1992), Segundo, las hemolisinas en su caracter de toxinas formadoras de
poros, son factores de patogenicidad preponderantes en otras bacterias

como V. parahemolyticus por ejemplo (Huntley et al, 1993). Los
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antecedentes que determinan que la proteina HIyA induce vacuolizacion,
deja abierta la posibilidad que esta toxina pueda contribuir con los sintomas
gastrointestinales asociados con infecciones provocadas por algunas cepas
de V. cholerae, particularmente en las infecciones que involucran cepas no-
O1 que no expresan enterotoxinas bien establecidas, como la toxina
colérica. Finalmente, se ha determinado que Ila hemolisina en
concentraciones altas (> 60 pM) es capaz de inducir lisis en células
nucleadas (Moschioni et al, 2002), sin embargo, se desconoce si la proteina
al vacuolizar las células, ejerce un mecanismo de muerte celular alterno a la
necrosis. Por lo que en este trabajo abordaremos la posibilidad de que la
proteina HIyA sea capaz de inducir apoptosis en las células vacuolizadas y
en el modelo de células Jurkat, empleadas tradicionalmente en estudios de

induccién de apoptosis.

Apoptosis: caracteristicas generales

Algunas proteinas secretadas por patégenos bacterianos se han
definido como toxinas debido a su capacidad de causar muerte celular,
induciendo cambios que alteran la forma y la funcién celular normal. Las
toxinas bacterianas pueden activar vias de sefializacién que lleven a un
incremento en la expresion de genes y/o a un arresto en las vias de
supervivencia. De esta manera y dependiendo del tipo celular utilizado en su
estudio, las toxinas pueden inducir la muerte celular por necrosis o
apoptosis, esto ocurre al alterar vias de senalizacion sin ocasionar muerte de
la célula, o inducir la expresidon de citocinas que exacerban la inflamacién

local o el desarrollo de enfermedades sistémicas (Cherla et al, 2003).
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La apoptosis, definida como muerte celular programada y la necrosis,
se consideran actualmente las dos principales vias de muerte celular (Danial
et al, 2004; Cherla et al, 2003). En algunos casos, la necrosis es un proceso
pasivo que se caracteriza por la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica vy lisis, seguida de inflamacién debido a la liberacién del contenido
celular en la periferia. En contraste, la apoptosis es un proceso activo,
caracterizado por cambios morfolégicos que incluyen disminucién del
volumen celular asociado con la condensacién del citoplasma vy
vacuolizacion, pérdida de la asimetria de los fosfolipidos de membrana,
ondulamiento de Ila membrana plasmatica, formacion de cuerpos
apoptéticos, condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y pérdida
de la adhesion celular. Una linea célular de linfocitos T, las células Jurkat, se
han empleado como el modelo clasico para dilucidar las vias de senalizacion
involucradas en eventos de muerte celular via apoptosis (Abraham and
Weiss, 2004).

La apoptosis se inicia en respuesta a estimulos que activan cascadas
de senalizacion programadas. Los constituyentes citoplasmicos no se liberan
al medio extracelular y por este hecho, la inflamacién no es consecuencia de
la muerte por apoptosis. Los cuerpos apoptoticos se internalizan y se
procesan generalmente por células fagociticas (Danial et al, 2004; Cherla et
al, 2003).

La principal caracteristica bioquimica de la apoptosis es la
fragmentacion internucleosomal del DNA gendmico. Dicha fragmentacion
parece ser que consiste de un proceso en multiples pasos, en el que primero

el DNA se corta en fragmentos largos de una longitud entre 50 y 200 kb y
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subsecuentemente se degrada en unidades nucleosomales de 180-200 pb.
La presencia del DNA fragmentado se detecta mediante la técnica de
TUNEL (Terminal deoxynucleotide Transferase dUTP Nick End Labeling), en
donde los fragmentos generados son sustratos para la desoxiribonucleotidil
transferasa terminal (TdT), enzima que incorpora desoxinucleodtidos
marcados (de manera independiente de templado) en los grupos hidroxilo al
extremo 3" del DNA fragmentado (Guimaraes and Linden, 2004).

El estrés intracelular y la sefalizacion mediada por receptores son
estimulos que pueden activar la muerte celular por la via apoptética, sin
embargo, estas sefiales convergen en una maquinaria intracelular
evolutivamente conservada, que involucra la activacion secuencial de
caspasas (Nagata, 2000). Las caspasas son cisteina proteasas que se
encuentran en la célula como precursores inactivos o pro-caspasas y se
clasifican como iniciadoras y efectoras. Las caspasas iniciadoras (caspasas
1,2, 4,5, 8, 9,10 y 14) se activan mediante un autoprocesamiento inducido
por la oligomerizacion de las mismas, mientras que las caspasas efectoras
(caspasas 3, 6 y 7) se activan por accién de otras proteasas, las cuales
incluyen a las caspasas iniciadoras y la granzima B. Las caspasas efectoras
tienen la capacidad de procesar proteoliticamente diversos sustratos
celulares, un evento clasico de la muerte por apoptosis (Guimaraes and
Linden, 2004).

La muerte celular programada con caracteristicas apoptoticas se
activa en la célula a través de dos vias, que pueden iniciar la sefial ya sea
desde fuera de la célula o bien desde dentro de la célula. La via extrinseca

requiere la uniéon de una molécula ligando a un receptor de muerte en la

29



superficie de la célula. Estos receptores se caracterizan por poseer un
dominio de muerte localizado intracelularmente en donde reclutan diferentes
proteinas adaptadoras y pro-caspasa 8, la cual se activa convirtiéndose en
caspasa madura por autoprocesamiento, iniciando de esta manera los
eventos de proteolisis. La via intrinseca o mitocondrial involucra la pérdida
del potencial de membrana de la mitocondria, la liberacion de citocromo ¢ de
la mitocondria hacia el citoplasma y la activacion de la pro-caspasa 9. La
activacion de la caspasa 8 o la 9 por cualquiera de las vias conduce a la
activacién de una caspasa en la que convergen ambas, la caspasa 3, la cual
activa a la DNasa que ejecuta la fragmentacion internucleosomal del DNA,
caracteristica del proceso apoptético (Cherla et al, 2003).

Una vez que las caspasas se activan, estas proteasas degradan sus
blancos proteicos para completar la fase de ejecucion de la apoptosis. La
fragmentacion de la PARP (poli ADP-ribosa polimerasa) por la caspasa 3, es
uno de los eventos tempranos de degradacién proteica (Duries et al, 1997).
La PARP es una enzima nuclear que juega un papel multifuncional en
numerosos procesos celulares que incluyen proliferacion, replicacion,
respuesta a estrés, toxicidad celular, reparacién y recombinacion del DNA, y
en apoptosis (Wang et al, 1997). Se ha reportado que en etapas tempranas
de apoptosis, la PARP se procesa en dos fragmentos de 89 kDa y 24 kDa.
Se ha sugerido que la fragmentacion de la PARP puede ser utilizado como
un marcador en el estudio de muerte celular via apoptosis (Duriez et al,

1997).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios autores desde tiempo atras han descrito la capacidad de la
hemolisina HIyA de lisar eritrocitos de diferentes especies; sin embargo,
dentro de la patogenicidad de V. cholerae este mecanismo no ha podido ser
ubicado, ya que este microorganismo no presenta una via hematogena
durante la infeccion.

Estudios realizados por nuestro grupo demostraron que las células
epiteliales vacuolizadas mediante tratamiento con sobrenadantes de cepas
de V. cholerae hiperproductoras de la hemolisina HlyA perdian contactos
intercelulares y con el sustrato. Eventualmente, estas células se
redondeaban y finalmente se desprendian.

Por otra parte, en estudios recientes se ha determinado que la
proteina vacuolizante VacA, secretada por H. pylori, ademas de causar
vacuolizacion en células de origen epitelial, es capaz de inducir apoptosis, y
que la via de activacibn de este mecanismo de muerte es iniciado
intrinsecamente.

Se desconoce cual es el destino final de las células que presentan
efecto de vacuolizacion inducido por la proteina HlyA. Por lo que en este
trabajo nos proponemos determinar cual es el mecanismo de muerte
predominante en células intoxicadas por la hemolisina vacuolizante HIyA

planteando como hipoétesis probable que se trate de la via apoptadtica.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la participacion de la hemolisina vacuolizante HIlyA de V.

cholerae en la induccién de muerte celular via apoptosis.

Objetivos especificos

1. Reproducir el efecto vacuolizante empleando sobrenadantes ricos en
hemolisina obtenidos a partir de una cepa de V. cholerae.

2. Determinar si las células vacuolizadas por HIyA presentan signos
tempranos de apoptosis, como es la pérdida de la asimetria de la
membrana externa de la célula intoxicada.

3. Determinar si la proteina PARP esta relacionada con el mecanismo
de apoptosis inducido por HIyA.

4. Determinar si las células intoxicadas por HIyA presentan signos
tardios de apoptosis como son la fragmentacién y degradacion
internucleosomal del DNA via nucleasas.

5. Proponer un mecanismo probable de muerte celular causada por la
hemolisina HIyA.
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V. MATERIALES Y METODOS

Cepas microbianas

Hemos incluido en este estudio 3 cepas de V. cholerae que presentan
diferentes caracteristicas antigénicas. V. cholerae 69750 es una cepa no-O1
que carece de los genes para la produccidon de la toxina colérica
(determinado por hibridacién) y cuya capacidad de inducir vacuolizacion en
células Vero ha sido reportada previamente (Figueroa-Arredondo et al,
2001), por lo que se considera como una cepa hiperproductora de la
hemolisina vacuolizante HlyA y se incluyé como control positivo de induccion
de vacuolas en células de origen epitelial. Las otras dos cepas de V.
cholerae pertenecen al serogrupo O1 y se caracterizan por presentar los
genes que codifican para la sintesis de CT. V. cholerae O395 es una cepa
de referencia que pertenece al biotipo Clasico, esta bacteria presenta una
delecion de 11 pb en el gen estructural hlyA que codifica para una
hemolisina truncada incapaz de lisar eritrocitos (Arder and Murphy, 1988). V.
cholerae C-6706 pertenece al biotipo El Tor, esta cepa tiene la capacidad de
ser hemolitica, aunque con baja eficiencia. Los aislamientos fueron
comprobados por aglutinaciéon con anti-suero especifico anti-serogrupo O1
en el INDRE. El sobrenadante de Escherichia coli DH5a se utiliz6 en este
estudio como un control negativo debido a que este microorganismo carece

del gen hlyA y por lo tanto no produce la hemolisina vacuolizante.
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Medios de cultivo

Se llevod a cabo el procedimiento estandar para corroborar las cepas
de V. cholerae de la siguiente manera: las bacterias se crecieron en agua
peptonada alcalina conteniendo 10 g de peptona y 10 g de cloruro de sodio
por litro con agua destilada y ajustada a pH 9.0. A partir de agua peptonada
se aislaron colonias en medio selectivo TCBS, se seleccionaron colonias con
morfologia tipica y se tomd un inéculo de una de ellas para sembrar por
estria cruzada en medio Luria-Bertani (LB). A partir de colonias aisladas en
medio LB se inocularon caldos de Craig y LB para obtener los
sobrenadantes para los ensayos vacuolizantes. Una colonia de cada cepa se
inocul6 en tubos con 5 ml de medio LB y se incubaron durante 16 h a 37°C
en un agitador orbital. EI medio LB contiene 10 g de bacto triptona (Difco), 5
g de extracto de levadura (Difco), y 10 g de NaCl por litro, el pH se ajustoé a
7.0. El medio de cultivo Craig contiene 30 g de casaminoacidos (Difco), 4 g
de bacto triptona (Difco), 0.5 g de fosfato monobasico de potasio (K;HPO,)
por litro pH 7.0. Tanto al medio de cultivo LB como al medio Craig se les
adiciono glicerol al 30% para preservar los cultivos bacterianos a -70°C.
Ademas se observo la hemolisis de las cepas utilizando base de agar sangre
conteniendo 5 g de extracto de levadura, 2 g de infusibn de musculo
cardiaco, 13 g de peptona de caseina, 15 g de cloruro de sodio, se ajusto a

pH 7.0 y se adicion6 sangre de carnero al 5%.

Cultivos celulares

Para los ensayos de citotoxicidad vacuolizante se empled la linea de

células Vero (células epiteliales de rifidn de mono), las cuales se propagaron
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en medio modificado Eagle’s Dulbecco (MEM) suplementado con 5% de
suero fetal bovino (Hyclone), 1% de aminoacidos no esenciales, 5mM de L-
glutamina, penicilina (100 U/ml), y estreptomicina (100 ug/ml); mantenidas
en humedad con 5% de CO2-95% de aire a 37°C. Se propagaron los
subcultivos seriadamente después de cosecharlos con tripsina al 0.25% en
buffer de fosfatos (PBS pH 7.4). Para los ensayos de apoptosis causados
por la hemolisina HlyA se emplearon las células linfoides Jurkat, las cuales
se preservaron en medio de cultivo RPMI (Gibco) suplementado con los

mismos componentes y las mismas concentraciones que el medio D-MEM.

Cuantificacion del efecto vacuolizante

Para la realizacién de los ensayos de citotoxicidad se emplearon
células Vero como modelo de vacuolizacion las cuales se propagaron en
placas para cultivos celulares de 96 pozos (Corning) a una densidad de 10*
células/100 ul en medio de cultivo D-MEM. Las células se incubaron por 24 h
a 37°C a una atmosfera de 5% de CO; hasta obtener una confluencia del 70-
80%. Las cepas microbianas se incubaron en 5 ml de medio de cultivo LB
durante 16 h a 37°C en un agitador orbital a 150 rpm. Posteriormente el
cultivo se centrifugdé a 14 000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante de cultivo fue recolectado y filtrado a través de una membrana
de acetato de celulosa con filtros de 0.45 um. El sobrenadante obtenido se
utilizé en los ensayos de vacuolizacion. El medio de cultivo D-MEM fue
retirado de las células Vero, las cuales se lavaron dos veces con PBS pH 7.4

y se adicion6 150 ul de D-MEM (suplementado con suero fetal bovino al

2%). Al primer pozo se le adicionaron 150 ul del sobrenadante, se mezclo
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suavemente y a partir de esta primera dilucion se realizaron diluciones
seriadas 1:2. Las células se incubaron a 37°C y se monitorearon a diferentes
tiempos durante 24 h para observar la formacién de vacuolas. La dilucién del
sobrenadante se retird y las células se lavaron dos veces con PBS, luego se
dejaron secar y se fijaron durante 20 min con metanol absoluto (Baker). Las
células se tifieron con colorante de Wright (Hycel) durante 5 min,
transcurrido este tiempo se adicion6 buffer de fosfato pH 6.4 (Hycel) durante
10 min. El colorante se lavé con agua corriente, las células se dejaron secar
a temperatura ambiente y se examinaron al microscopio para la
cuantificacion de la vacuolizacion. La prueba se considero positiva cuando el
50% de las células presentaron vacuolas visibles en su citoplasma
observadas al microscopio invertido. El titulo de vacuolizacion esta dado por

el inverso de la dilucién a la cual se considera la prueba como positiva.

Inductores de apoptosis

Moléculas como la Actinomicina D 10 mM (MBL), Camptotecina 2 mM
(MBL), Cicloheximida 10 mM (MBL), Etopdsido 100 mM (MBL), y
Dexametasona 10 mM (MBL) fueron utilizados como controles positivos de
induccion de apoptosis. Las células Vero se propagaron mediante los
métodos estandar y se adicionaron diferentes concentraciones de los
inductores. Las células se incubaron con el estimulo durante 24 h a 37°C a
una atmosfera de 5% de CO,. Las células se colectaron y se tifieron con
anexina V-FITC y yoduro de propidio para la deteccion de células

apoptéticas y necroticas.

36



Ensayo de apoptosis con anexina V-FITC

Se obtuvieron suspensiones de células individuales y se ajustaron a
una densidad de 5 X 10° células/ml. Las células se crecieron en placas de
cultivos celulares de 60 mm X 15 mm (Corning) y se incubaron durante 24 h
a 37°C y 5% de CO,. Las células se lavaron dos veces con PBS 1XpH 7.4y
se trataron con sobrenadantes estériles de las diferentes cepas microbianas
y con los controles correspondientes durante 24 h a 37°C. Una vez
transcurrido el tiempo de estimulo, las células Vero se disgregaron con 1 ml
de tripsina durante 1 min. Las células Jurkat por el hecho de crecer en
suspension no es necesario adicionarles ningun componente para
disgregarlas. Una vez colectadas, las células se lavaron 3 veces con PBS
frio y se centrifugaron a 2000 rpm durante 2 min a 4°C, luego se
resuspendieron en 1 ml buffer de unién (Calbiochem) frio que contiene 10
mM de Hepes, 140 mM de NaCl y 1.8 mM de cloruro de calcio (CaCly), al
cual se le adicionan 200 ug/ml de anexina V acoplada a fluoresceina
(Calbiochem) y se incubd durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente a la incubacion, las células se centrifugaron a 2000 rpm
durante 2 min a 4°C y se removio el sobrenadante. Se adicion6 1 ml de
buffer de unién y 30 ng/ml de yoduro de propidio (Calbiochem) y se incubd a
temperatura ambiente por 10 min. Las células se centrifugaron a 2000 rpm
durante 2 min a 4°C y se removid el sobrenadante, finalmente, se
resuspendieron en 300 pl de PBS y se analizaron 10* células mediante

citometria de flujo.
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Ensayo de apoptosis mediante la degradacién de la PARP

Para la obtencion de proteinas totales, las células Vero que se
desprendieron de su sustrato fueron colectadas en el medio de cultivo y
recuperadas por centrifugaciéon a 2000 rpm durante 3 min. Las células que
permanecieron adheridas en la placa de cultivo se recuperaron al
desprenderlas con ayuda de un gendarme, se colocaron en 300 pl de buffer
de lisis RIPA que contiene 50 mM de Tris-HCI pH 7.5, 150 mM de NaCl, 1
mM de EDTA pH 8.0, 0.1% de SDS, 0.5% de desoxicolato de sodio y 1 mM
de PMSF, adicionandoles un cocktail de inhibidores de proteasas (Complete
mini, Roche Diagnostics). De manera adicional, las células se lisaron con un
sonicador al 30% de capacidad maxima, dando 2 ciclos de 30 s con un
descanso de 30 s en bano de hielo. Las proteinas totales se cuantificaron
por el método de microBradford. La técnica de microBradford se realizé en
una placa de cultivo de 96 pozos. Se utilizdé una curva patrén de albumina
sérica bovina (BSA) 1ug/ml en PBS. Para la realizacion de la curva se
colocaron 5, 2.5, 0.312 y 0.156 ug de BSA en los pozos de la placa con un
volumen final de 160 ul y un ultimo pozo como blanco al cual se le agrego
solo 160 ul de PBS. Se adicionaron 40 ul de reactivo de Bradford en cada
pozo y la lectura se realiz6 a una absorbancia de 595 nm en un lector de
microplacas. Para determinar la concentracion de las muestras problema se
colocaron 3 o 5 ul de dichas muestras y se llevaron a un volumen final de
160 ul de PBS, se adicionaron 40 ul de reactivo de Bradford y se determiné
la lectura como se describié anteriormente. Las muestras de proteinas
obtenidas se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) al 10%, a las cuales se les adiciond buffer de muestra
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conteniendo 5% de B-mercaptoetanol. Se corrieron electroforesis con 15 ug
de proteina y se aplicé un voltaje constante de 60 V durante 20 min hasta
que las muestras penetraron al gel separador. Se aumenté el voltaje a 100 V
por 2 h hasta que el frente del colorante llegd al extremo final del gel.
Después de la corrida electroforética los geles se tifieron con colorante de
Fairbanks durante 1 h y se destiid con una mezcla de metanol: acido
acético: agua. Las proteinas obtenidas se separaron en un gel de
poliacrilamida al 10%, posteriormente fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa durante 45 min a 253 mA en una camara de electro-
transferencia a 4° C. Se uso leche al 5% en PBS como agente bloqueador
de las membranas, incubando durante 1 h. La membrana se incubé con
anticuerpo anti-PARP (Santa Cruz biotecnology) a una dilucion 1:1000
durante 1 h a 4°C, se efectuaron lavados con PBS-Tween 0.05% y se incub6
con el anticuerpo secuandario conjugado con fosfatasa alcalina durante 1 h.
Como solucion reveladora se uso un sustrato comercial (1-step NBT/BCIP,

Pierce llinois, USA).

Ensayo de apoptosis por latécnica de TUNEL

Posterior a los diferentes estimulos, las células Vero y Jurkat se
colectaron y se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min a 4°C. El medio se
removié y se resuspendieron 10° células/ml en formaldehido al 4% durante
10 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo las células se
centrifugaron y se removio el sobrenadante. Las células se resuspendieron
en etanol al 80% y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Se

retir6 el etanol mediante centrifugaciéon a 3000 rpm durante 5 min a
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temperatura ambiente. Se realizé una incubacion con TBS 1X durante 15
min a temperatura ambiente y se retiré al centrifugar por 5 min a 3000 rpm.
Las células se incubaron con 2 mg/ml de proteinasa K (Oncogene) durante 5
min a temperatura ambiente. Se centrifugaron las células nuevamente bajo
las mismas condiciones para retirar la proteinasa K. Las células se
resuspendieron en buffer de equilibrio TdT 1X (Oncogene) y se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo se
volvio a centrifugar a 3000 rpm por 5 min a temperatura ambiente.
Previamente en un tubo eppendorf mantenido en hielo, se colocé mezcla de
reaccion de marcaje que contiene desoxinucledtidos marcados con
fluoresceina y se adicion6 3 ul de la enzima TdT (Oncogene). Las células se
resuspendieron en la mezcla de reaccion recién preparada y se incubaron
durante 90 min a 37°C, luego se lavaron con TBS 1X y se centrifugaron a
3000 rpm durante 5 min. Este lavado se realizé dos veces y posteriormente
las células se prepararon para el citdmetro de flujo en el cual se analizaron
10* eventos y se midié la fluorescencia de cada uno, la cual fue registrada
en un sistema computarizado. De manera alterna, las células tratadas bajo
las mismas condiciones se montaron en cubreobjetos (Corning) y la

fluorescencia fue observada mediante microscopia confocal.

Ensayo de Inhibicion de canales aniénicos

Para evaluar la participacion del canal anidénico formado por la
hemolisina en la vacuolizacion e induccion de apoptosis, se utilizd el
inhibidor de canales aniénicos DIDS. Los cultivos de células Vero y Jurkat se

trataron con sobrenadante estéril de la cepa vacuolizante a una dilucién
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1:20, y de manera simultanea, se probaron diferentes concentraciones de
DIDS (25 uM, 50 yM, 100 puM, 200 uM, 300 uM, 400 puM, y 500 puM). Las
células se incubaron con los diferentes tratamientos a 37°C durante 24 h.
Una vez transcurrido el tiempo de estimulo, se retird el medio de cultivo y las
células se lavaron con PBS. Para fijar las células se utilizé metanol absoluto
durante 20 min, posteriormente las células se tifieron con colorante de
Wright y se observaron en un microscopio de luz invertido (20 X). De manera
simultanea, las células se colectaron y se procesaron mediante la técnica de

TUNELYy se evaluaron mediante citometria de flujo.
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VI. RESULTADOS

Las células vacuolizadas por HIyA presentan signos de

apoptosis.

Cuantificacion del efecto vacuolizante

Para determinar la capacidad de la hemolisina HIyA de inducir el
efecto vacuolizante, se utilizé la linea de células epiteliales Vero como
modelo de vacuolizacién (Figueroa-Arredondo et al, 2001). Como control
positivo contamos en el laboratorio con la cepa de V. cholerae 69750, la cual
ha sido seleccionada por su capacidad de hiperproduccion de la hemolisina
HIlyA y por inducir la formacién de vacuolas en células Vero (Figueroa-
Arredondo et al, 2001). Las células Vero se cultivaron hasta obtener una
confluencia del 70-80%. Posteriormente, se adicion6 sobrenadante estéril de
la cepa de 69750 para obtener diferentes diluciones (1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10,
1:15, 1:20, 1:25; 1:50, 1:75, y 1:100). Dado que se emple6é sobrenadante
esterilizado por filtracion, se evitd el contacto de las bacterias con las células
en cultivo. El ensayo se incubd durante 24 h a 37°C y las células Vero se
tineron con colorante de Wright para ser observadas en un microscopio de
luz invertido. La prueba se considerd positiva cuando el 50% de las células
presentaron vacuolas en su citoplasma. Observamos que el sobrenadante
de la cepa 69750 indujo la formacién de vacuolas en células Vero de manera
dosis dependiente (Fig. 4). Las células que se trataron con una dilucién 1:10
presentaron una eficiente formacién de vacuolas (Fig. 4-B), sin embargo, la

confluencia se perdi6 en su totalidad a las 8 h de tratamiento.
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Fig. 4. Efecto dosis dependiente en la induccién del proceso de vacuolizacién.
Cultivos de células Vero (A), se trataron con sobrenadante de V. cholerae de la cepa 69750
diluido 1:10 (B); 1:15 (C), 1:20 (D); 1:25 (E); 1:50 (F); 1:75 (G); y 1:100 (H). Las células se
tineron con colorante de Wright y se observaron en un microscopio de luz invertido
(amplificacion, 20 X). El empleo de alicuotas de sobrenadante diluido 1:20 indujeron un
mayor numero de células Vero vacuolizadas. Las flechas indican la presencia de nucleos
picnéticos.
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Al realizar tratamientos a diluciones 1:15, 1:20 y 1:25, se observaron nucleos
muy compactos mediante examinacion al microscopio, sugiriendo que se
trataban de nucleos picnéticos (Fig. 4 C-E). A mayores diluciones (1:50, 1:75
y 1:100) el numero de vacuolas por célula disminuyd, al igual que el nUmero
de células que presentaban el efecto vacuolizante (Fig. 4 G-H). Cuando se
trataron las células mediante la estandarizacion por diluciones seriadas se
selecciond la dilucién 1:20 como la que produce un mayor porcentaje de
células vacuolizadas (Tabla 2). El tiempo de incubacion de 24 h también se

selecciond como el mas eficiente.

Taba 2. Titulo del efecto vacuolizante de la cepa de V. cholerae
69750 en cultivos de células Vero

Dilucion de % células vacuolizadas
sobrenadante
1:2 0
1:4 0
1:6 0
1:8 0
1:10 40
1:15 60
1:20 80
1:25 50
1:50 40
1:75 20
1:100 10
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Fig. 5. Efecto de sobrenadantes de cepas de V. cholerae en la formacién de vacuolas
en células Vero. Cultivos de células Vero (A), se trataron con sobrenadante diluido 1:20 de
V. cholerae 69750 (B); V. cholerae 0395 (C); V. cholerae C-6706 (D); E. coli DH5a (E); y
con medio de cultivo LB (F). Las células se tifieron con colorante de Wright y se observaron
en un microscopio de luz invertido (amplificacién 20 X). La formacion de vacuolas sélo se
atribuy¢ al efecto del sobrenadante de la cepa 69750.
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Las células Vero se sometieron a tratamientos con sobrenadante
diluido 1:20 de las cepas de V. cholerae del serogrupo O1 perteneciente al
biotipo Clasico 0395 (Figura 5-C), y del biotipo El Tor, la cepa C-6706 (Fig.
5-D). No se logré observar algun cambio morfoldgico en las células Vero con
estos tratamientos. La confluencia se mantuvo del 90% aproximadamente y
no fue posible observar vacuolizacion celular. Tampoco fue posible observar
vacuolizacion con diluciones menores de sobrenadante de las cepas O1.
Como controles negativos adicionales se incluyeron tratamientos con
sobrenadante estéril de E. coli DH5a (Fig. 5-E), y con el medio de cultivo LB,
medio en el cual se propagaron las diferentes cepas bacterianas incluidas en
el estudio (Fig. 5-F). Las células Vero conservaron la morfologia y la
confluencia de manera similar a la observada con el control sin tratamiento

(Fig. 5-A).

Ensayo de apoptosis por latincion con anexina V-FITC

Con la finalidad de validar los ensayos de apoptosis en las células
Vero, se probd la capacidad de la Actinomicina D, Camptotecina,
Cicloheximida, Dexametasona y Etopdsido para inducir muerte celular por
esta via. Las células Vero se trataron con los inductores quimicos de
apoptosis durante 24 h y para detectar el proceso se utilizé la tincién de
anexina V-FITC y yoduro de propidio. Posteriormente las células fueron
analizadas mediante citometria de flujo contabilizando 10* eventos por
experimento. Este analisis nos permitio determinar que solo la Actinomicina
D es capaz de inducir muerte celular via apoptosis en células Vero, después

de 24 h de tratamiento (Fig. 6-B). No fue posible detectar células marcadas
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con anexina V-FITC o con yoduro de propidio cuando las células Vero se
sometieron a tratamientos con Camptotecina, Cicloheximida, Dexametasona
o con Etopodsido (Fig. 6 C-F). Con los datos obtenidos en esta
estandarizacion se seleccion6 a la Actinomicina D como control positivo de
induccion de apoptosis en células Vero.

Con la finalidad de poder correlacionar la presencia del efecto
vacuolizante con la aparicion de apoptosis temprana, se decidié probar
diferentes diluciones (1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:50, 1:75, y
1:100) del sobrenadante de la cepa vacuolizante de V. cholerae 69750. Las
células se tifieron con anexina V-FITC y yoduro de propidio y se analizaron
mediante citometria de flujo. Observamos que las células Vero tratadas con
el sobrenadante diluido 1:10, presentan un marcaje mayoritario con yoduro
de propidio, sugiriendo que el mecanismo de muerte predominante es via
necrosis. Con la dilucion 1:20, las células Vero se marcaron en su mayoria
con anexina V-FITC (47.7%). A medida que se diluyé el sobrenadante, las
células marcadas con anexina V-FITC disminuyeron, lo mismo que el
fendmeno de vacuolizacién (Fig. 7). Estos datos sugieren una correlacion
entre la formacién de vacuolas y la aparicibn de apoptosis temprana.
Cuando se realizd el analisis estadistico de las células marcadas con
anexina V-FITC que se trataron con el sobrenadante diluido 1:20,
comparado con las células sin tratamiento, se obtuvo una diferencia
significativa, con un valor de P < 0.05. Con los datos obtenidos
seleccionamos la dilucion 1:20 como dosis efectiva de induccion de

apoptosis, la cual seria empleada en futuros experimentos.
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Fig. 6. Efecto de inductores de apoptosis en cultivos de células Vero detectado
mediante la tincion con anexina V-FITC. Las células Vero (A), se incubaron con
Actinomicina D 3 uM (B); Camptotecina 0.6 uM (C); Cicloheximida 33 uM (D);
Dexametasona 3 uM (E); y Etopdsido 33 uM (F). Las células se tifieron con anexina V-FITC
y yoduro de propidio y se analizaron mediante citometria de flujo. Solo el tratamiento con
Actinomicina D fue capaz de inducir apoptosis en las células Vero.
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Con la finalidad de determinar si el sobrenadante de la cepa
vacuolizante de V. cholerae 69750, era el unico capaz de inducir la apoptosis
temprana, se incluyeron tratamientos con sobrenadante de cepas de V.
cholerae no vacuolizantes. Para ello se utilizaron los sobrenadantes diluidos
1:20 de las cepas 0395 del biotipo Clasico y C-6706 del biotipo El Tor.
Cuando las células se trataron con el sobrenadante de las cepas no
vacuolizantes, tampoco se detectaron células marcadas con anexina V-FITC
y/o con yoduro de propidio que resultaran ser significativas con respecto al
control sin tratamiento. Las células permanecieron viables con valores de
93.9% para las células tratadas con el sobrenadante de la cepa 0395 (Fig.
8-D) y 96.7% para las células sometidas a tratamiento con el sobrenadante
de la cepa C-6706 (Fig. 8-E).

Con la finalidad de determinar si el mismo efecto de induccién de
apoptosis temprana era reproducible en células del sistema inmune, se
emplearon células Jurkat que es una linea de células T ampliamente
utilizada como modelo de apoptosis (Abraham and Weis, 2004). Las células
Jurkat se trataron con el sobrenadante diluido 1:20 proveniente de la cepa
vacuolizante 69750. Después de 24 h de tratamiento, las células se tifieron
con anexina V-FITC y yoduro de propidio. El andlisis de los diferentes
marcajes se realiz6 mediante citometria de flujo. Se observé que el 89.1 %
de las células Jurkat se tifieron con anexina V-FITC (Fig. 9-C). Cuando se
realiz6 el andlisis estadistico de las células marcadas con anexina V-FITC,
observamos que la diferencia fue significativa con respecto al control sin
tratamiento, con un valor de P < 0.05. Estos resultados sugieren que la linea

de células T es mas susceptible a presentar cambios tempranos indicativos
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Fig. 7. Efecto dosis dependiente en la induccion de apoptosis temprana en células
Vero vacuolizadas. Cultivos de células Vero se incubaron con diferentes diluciones del
sobrenadante de V. cholerae 69750. La muerte celular se evalué mediante la tincion con
anexina V-FITC y yoduro de propidio. El analisis de las poblaciones celulares se realizd
mediante citometria de flujo. Células Vero sin tratamiento (ST) se incluyeron como control
negativo y como control positivo las células se trataron con Actinomicina D. El tratamiento al
cual fue posible observar un mayor numero de células apoptéticas y vacuolizadas
correspondio a la dilucién 1:20.
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Fig. 8. Efecto de sobrenadantes de cepas de V. cholerae en la induccién de apoptosis
temprana en células Vero. Cultivos de células Vero (A), se incubaron con Actinomicina D
(B); sobrenadante de V. cholerae 69750 (C); V. cholerae 0395 (D); y V. cholerae C-6706
(E). Las células se analizaron por citometria de flujo después de tefirlas con anexina V-
FITC y con yoduro de propidio. El tratamiento con el cual se observé apoptosis temprana en
las células Vero se atribuy6 al sobrenadante de la cepa vacuolizante 69750.
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de muerte celular via apoptosis que los observados en las células Vero (Fig.
8-C).Para determinar si el sobrenadante de la cepa vacuolizante es el que
induce estos eventos de muerte celular, se incluyeron tratamientos con
sobrenadantes de cepas no vacuolizantes 0395 vy C-6706. Las células
Jurkat mostraron poblaciones negativas para la tincion con anexina V-FITC y
yoduro de propidio con valores de 97.3% y 96.0% respectivamente (Fig. 9 D-

E).

Ensayo de apoptosis por la fragmentacion de la PARP

Con la finalidad de determinar si el procesamiento de la PARP forma
parte de los eventos de muerte celular via apoptosis en células Vero
vacuolizadas y en células Jurkat, se trataron ambas lineas celulares con
sobrenadante diluido 1:20 de la cepa de V. cholerae 69750. Para ello, se
realiz6 un Western-blot utilizando anticuerpos policlonales anti-PARP que
reconocen a la proteina de 113 kDa y al fragmento de 89 kDa. Como
controles negativos se incluyeron células Vero y Jurkat sin tratamiento. En
ambos casos se evidencid una proteina de 113 kDa, resultado que nos
indicé que, en condiciones normales, PARP no es procesada en ambas
lineas celulares (Fig. 10. carriles 2 y 5). Como controles positivos se
incluyeron tratamientos con Actinomicina D. Tanto en las células Vero como
en las células Jurkat, con este tratamiento, se evidencio el procesamiento de
la PARP ya que detectamos el fragmento de 89 kDa en ambas lineas

celulares (Fig. 10 carriles 3 y 6).
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Fig. 9. Efecto de sobrenadantes de V. cholerae en lainduccion de apoptosis temprana
en células Jurkat. Cultivos de células Jurkat (A), se trataron con Actinomicina D 3 uM (B);
sobrenadante de V. cholerae 69750 diluido 1:20 (C); sobrenadante de V. cholerae 0395
diluido 1:20 (D); y sobrenadante de V. cholerae C-6706 diluido 1:20 (E). Las células se
tifieron con anexina V-FITC y yoduro de propidio y se analizaron mediante citometria de
flujo. La induccién de apoptosis en las células Jurkat se atribuyé al tratamiento con el

sobrenadante de la cepa vacuolizante 69750.
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Las células Vero y las células Jurkat se trataron con el sobrenadante
de la cepa vacuolizante 69750. En las células Jurkat se observd un
fragmento de 89 kDa que nos indico que PARP es fragmentada en
respuesta al estimulo con sobrenadante de la cepa vacuolizante (Fig. 10
carril 7). Sin embargo, en las células Vero no fue posible observar el
fragmento de 89 kDa, solamente se detecto la proteina de 113 kDa (Fig. 10
carril 4). Este resultado nos permite determinar que la proteina PARP se
procesa en células Jurkat que se trataron con sobrenadante de V. cholerae

69750, pero esta fragmentacion no ocurre en las células Vero vacuolizadas.

Ensayo de apoptosis por la fragmentacién del DNA (TUNEL)

Para corroborar que las células Vero y Jurkat tratadas con el
sobrenadante de la cepa vacuolizante mueren via apoptosis, se detectoé la
fragmentacion del DNA en ambas lineas celulares. Las células Vero y Jurkat
se trataron con el sobrenadante diluido 1:20 de la cepa de V. cholerae
69750. Después de 24 h de estimulo, las células se procesaron mediante la
técnica de TUNEL. La deteccion del DNA fragmentado se realizdé analizando
las células mediante citometria de flujo después de cuantificar 10* eventos
por experimento. La fragmentacidén del DNA se observo en las células Vero
tratadas con el sobrenadante de la cepa vacuolizante. Los valores obtenidos
indican que el 89% de las células son positivas para la tincion (Fig. 11-C),
indicando que la fragmentaciéon del DNA ha ocurrido en estas células. El
analisis estadistico reveld que la diferencia fue significativa en las células

apoptoticas tratadas con el sobrenadante de la cepa 69750
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Fig.10. Deteccidn de los productos de degradacién de PARP en células Vero y Jurkat
tratadas con sobrenadante de V. cholerae 69750. Western-blot de proteinas totales
utilizando anticuerpos policlonales anti-PARP. Proteinas de células Vero sin tratamiento
(carril 2), células Vero con 3 uM de Actinomicina D (carril 3), células Vero tratadas con
sobrenadante de V.cholerae 69750 diluido 1:20 (carril 4); proteinas totales de células Jurkat
sin tratamiento (carril 5), tratadas con 3 uM de Actinomicina D (carril 6), y células Jurkat con
sobrenadante de V. cholerae de la cepa 69750 diluido 1:20 (carril 7). Marcador de peso
molecular (carril 1). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE y transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. La reaccion fue visualizada usando anticuerpos conjugados con
fosfatasa alcalina. El sobrenadante de la cepa vacuolizante de V. cholerae 69750 fue capaz
de inducir la fragmentacién de la PARP en células Jurkat; sin embargo, esta fragmentacion
no es evidente en células Vero con el mismo tratamiento.

55



con respecto a las células sin tratamiento (Fig. 11-A), con un valor de P <
0.05. Con la finalidad de determinar si el sobrenadante de la cepa
vacuolizante era el unico capaz de inducir fragmentaciéon del DNA, se
incluyeron tratamientos con sobrenadantes de las cepas no vacuolizantes.
Las células tratadas con sobrenadante de la cepa 0395 (Fig. 11-D) y C-6706
(Fig. 11-E) mostraron células mayoritariamente negativas para la
fragmentacion del DNA. Estos datos nos indican el sobrenadante de la cepa
vacuolizante de V. cholerae 69750 es capaz de inducir la fragmentacién del
DNA en células Vero. Con la finalidad de determinar si la fragmentacion del
DNA ocurre en células Jurkat, esta linea celular se traté con sobrenadante
de la cepa vacuolizante. La fragmentacién del DNA se evidencié mediante la
técnica de TUNEL. El andlisis de las células se realizé mediante citometria
de flujo después de contabilizar 10* eventos. Las células Jurkat tratadas con
el sobrenadante diluido 1:20 de la cepa vacuolizante mostraron
fragmentacion del DNA en el 98.1% (Fig. 12-C). Al realizar el analisis
estadistico de las células bajo tratamiento con el sobrenadante de la cepa
69750 y las células control sin tratamiento (Fig. 12-A), observamos que la
diferencia es significativa con un valor de P < 0.05. Con la finalidad de
determinar si las cepas no vacuolizantes inducen fragmentacion del DNA, las
células Jurkat se sometieron a tratamientos con sobrenadantes diluidos 1:20
de las cepas 0395 y C-6706. Las células Jurkat, bajo estos tratamientos,
mostraron células mayoritariamente negativas para la tincion de TUNEL, con
valores de 97.3% y 92.4% respectivamente (Fig. 12-D-E). Estos resultados
nos indican que el sobrenadante de la cepa vacuolizante 69750 es capaz de

inducir fragmentacion de DNA en células Jurkat.
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Fig. 11. Efecto de sobrenadantes de cepas de V. cholerae en la inducciéon de la
fragmentacion del DNA en células Vero. Cultivos de células Vero (A), fueron tratadas con
3 uM de Actinomicina D (B), sobrenadante de V. cholerae de la cepa 69750 diluido 1:20 (C),
sobrenadante de V. cholerae 0395 (D), y sobrenadante de V. cholerae de la cepa C-6706
(E). La fragmentacion del DNA se evidencié mediante la técnica de TUNEL por citometria de
flujo. El sobrenadante de la cepa vacuolizante es capaz de inducir apoptosis en células Vero
detectada mediante la fragmentacién del DNA.
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Fig. 12. Efecto de sobrenadantes de cepas de V. cholerae en la induccion de la
fragmentacién del DNA en células Jurkat. Cultivos de células Jurkat (A), se incubaron
con 3 uM de Actinomicina D (B), sobrenadante de V. cholerae 69750 diluido 1:20 (C),
sobrenadante de V. cholerae 0395 diluido 1.20 (D), sobrenadante de V. cholerae C-6706
diluido 1:20 (E). La fragmentacion del DNA se detecté mediante la técnica de TUNEL por
citometria de flujo. El sobrenadante de la cepa vacuolizante induce apoptosis en células

Jurkat.
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La hemolisina HIyA es la causa de la vacuolizacion y

apoptosis

Inhibicion de la vacuolizacién empleando anticuerpos anti-HIyA

Para demostrar que la hemolisina HIlyA es el unico determinante en la
induccién de vacuolas en células Vero, se utilizé un anti-suero de conejo con
anticuerpos anti-hemolisina HlyA para inhibir la vacuolizacién. Estas células
Vero se trataron con el sobrenadante diluido 1:20 de la cepa vacuolizante de
V. cholerae 69750 preincubado con anticuerpos anti-hemolisina HIyA. Las
células se trataron durante 24 h, se tifieron con colorante de Wright y se
observaron con ayuda de un microscopio de luz invertido. En las células
Vero tratadas con el anticuerpo, no se detectaron vacuolas en el citoplasma
de las mismas y conservaron una confluencia del 90% aproximadamente
(Fig. 13-C). En las células Vero que se trataron unicamente con el
sobrenadante de la cepa 69750, se observo la formacion de abundantes
vacuolas y la pérdida de la confluencia en un 70% (Fig. 13-B). Como control
de especificidad de los anticuerpos anti-hemolisina, se incluyé un tratamiento
con el sobrenadante de la cepa vacuolizante preincubado con suero
preinmune de conejo. La actividad vacuolizante no fue inhibida con este
tratamiento (Fig. 13-D), corroborando la especificidad de los anticuerpos
anti-hemolisina en el reconocimiento y bloqueo de la proteina HIyA de V.
cholerae. Con estos resultados establecimos que el empleo de anticuerpos
anti-hemolisina previene la vacuolizacion en las células Vero tratadas con el

sobrenadante de la cepa de V. cholerae 69750.
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Fig. 13. Inhibicién de la vacuolizacion de células Vero empleando anticuerpos anti-
hemolisina HIyA. Cultivos de células Vero (A), se trataron con sobrenadante de V. cholerae
de la cepa 69750 a una dilucién 1:20 (B); sobrenadante de la cepa 69750 mas anticuerpos
policlonales anti-hemolisina HIyA (C); preincubacién del sobrenadante de la cepa 69750 con
suero preinmune (D). Las células se fijaron con metanol y se tifieron con colorante de
Wright. La formacion de vacuolas o inhibicion de las mismas fue observada en un
microscopio de luz invertido (amplificacién 20X). El empleo de anticuerpos anti-hemolisina
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inhibio la vacuolizacién inducida con el sobrenadante de la cepa 69750.
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Inhibicién de la apoptosis empleando anticuerpos anti-HIyA

Con la finalidad de determinar si la hemolisina HIlyA de V. cholerae
induce apoptosis en células Vero y Jurkat, se utilizaron anticuerpos anti-
hemolisina para inhibir la fragmentacion del DNA. Las células se procesaron
mediante la técnica de TUNEL, y las células apoptéticas se identificaron
mediante microscopia confocal. Las células positivas para la tincién se
evidenciaron por un marcaje verde fluorescente. Las células Vero que se
trataron con el sobrenadante diluido 1:20 de la cepa 69750 mostraron
fragmentaciéon del DNA (Fig. 14-C), de manera similar al patron de marcaje
de las células Vero tratadas con Actinomicina D (Fig. 14-B). Cuando las
células Vero se trataron con el sobrenadante de la cepa vacuolizante 69750
pre-incubado con anticuerpos anti-hemolisina, no fue posible detectar células
con nucleos marcados en color verde, indicando que las células fueron
negativas para la tincién (Fig. 14-D). Estos datos nos indican que el bloqueo
de la hemolisina HlyA mediante la utilizacion de anticuerpos, inhibi6 la
fragmentacion del DNA en células Vero. Para determinar de manera
cuantitativa las células apoptoticas con los diferentes tratamientos
empleados, se realizé el analisis mediante citometria de flujo después de
contabilizar 10* eventos por experimento. Los resultados obtenidos indicaron
que el bloqueo de la hemolisina con anticuerpos especificos es capaz de
inhibir la fragmentacion del DNA de manera significativa (P< 0.05) en células
Vero (Fig. 15-D).

Las células Jurkat se sometieron a los mismos tratamientos que las
células Vero. La fragmentacién del DNA se evidencié mediante microscopia

confocal. Cuando las células Jurkat se trataron con el sobrenadante de la
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Sin tratamiento Actinomicina D

V. cholerae 69750 V. cholerae 69750
+ anticuerpo anti HIyA

Fig. 14. Fragmentacién del DNA en células Vero intoxicadas con la hemolisina HIyA.
Cultivos de células Vero (A), fueron tratadas con Actinomicina D 3 uM (B), sobrenadante de
la cepa 69750 de V. cholerae diluido 1:20 (C), el sobrenadante a la misma dilucion fue pre-
incubado con anticuerpos que reconocen a la proteina HIyA (E). Las células se colectaron y
la fragmentacién de DNA se evidencidé mediante la técnica de TUNEL por microscopia
confocal. La fluorescencia en verde muestra los nucleos de las células apoptéticas. El
empleo de anticuerpos anti-HIyA previene la apoptosis en células Vero.
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Fig. 15. Inhibicion de la apoptosis de células Vero utilizando anticuerpos  anti-
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hemolisina HIyA. Cultivos de células Vero (A), se trataron con Actinomicina D (B),
sobrenadante de V. cholerae de la cepa 69750 diluido 1.20 (C), y sobrenadante de la cepa
69750 pre-incubado con
suero preinmune (E). Se analizaron 10* células mediante citometria de flujo. La
fragmentacion del DNA es detectada mediante la técnica de TUNEL. La utilizaciéon de
anticuerpos anti-hemolisina HlyA inhibe la fragmentacién del DNA en células Vero.
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Actinomicina D

Sin tratamiento

V. cholerae 69750

V. cholerae 69750
+ anticuerpo anti-HIyA

Fig. 16. Fragmentacién del DNA en células Jurkat intoxicadas con la hemolisina HIyA.
Cultivos de células Jurkat (A), se trataron con Actinomicina D (B), sobrenadante de la cepa
de V. cholerae 69750 diluido 1:20 (C), y el mismo tratamiento que en C mas anticuerpos
anti-HIyA (D). Las células se procesaron por la técnica de TUNEL y se observaron mediante
microscopia confocal. La fluorescencia en verde muestra los nulcleos de las células
apoptoticas. La utilizacion de anticuerpos anti-HlyA previene la apoptosis en las células
Jurkat.
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Fig. 17. Inhibicion de la apoptosis en células Jurkat mediante la utilizacion de
anticuerpos anti-hemolisina HIlyA. Cultivos de células Jurkat (A), se trataron con
Actinomicina D (B); sobrenadante de V. cholerae de la cepa 69750 diluido 1:20 (C), y el
mismo tratamiento que en C con anticuerpos anti-hemolisina HlyA. Como control se utilizé
suero preinmune (E). Las células Jurkat se procesaron mediante la técnica de TUNEL y se
analizaron 10 células por citometria de flujo. El empleo de anticuerpos anti-hemolisina HlyA
previene la fragmentacion del DNA en células Jurkat.
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cepa 69750, la fragmentacion del DNA se evidencio por el marcaje de los
nucleos en color verde (Fig 16-C), de manera similar a las células tratadas
con Actinomicina D (Fig. 16-B). Sin embargo, cuando las células se trataron
con el sobrenadante de la cepa 69750 preincubado con anticuerpos anti-
hemolisina, no se observaron células con el DNA fragmentado (Fig. 16-D).
Con la finalidad realizar un analisis cuantitativo de las células apoptéticas
bajo los diferentes tratamientos, se analizaron 10* células Jurkat por
experimento mediante citometria de flujo. Las células Jurkat tratadas con el
sobrenadante de la cepa 69750 presentan fragmentacion del DNA en el
98.4% de las células (Fig. 16-C). Cuando las células se trataron con el
sobrenadante preincubado con anticuerpos anti-hemolisina HIyA, la
fragmentacion del DNA ocurre solo en el 5.8% de la poblacién celular (Fig.
16-D). Para verificar que la unién de los anticuerpos anti-hemolisina es
especifica, se realizé un tratamiento con suero pre-inmune de conejo. En las
células con este tratamiento, no fue posible inhibir la fragmentacion del DNA.
Estos datos indican que el bloqueo de la hemolisina HIyA, mediante la
utilizacién de anticuerpos es capaz de inhibir la fragmentacion del DNA en
célula Jurkat.

Con los resultados obtenidos podemos determinar que la hemolisina
HIyA es responsable de la induccion de apoptosis en las células Vero y en

las células Jurkat.
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Participacion del canal aniénico HIyA en Ila
vacuolizacion y apoptosis celular

DIDS inhibe la vacuolizacion inducida por la hemolisina HIyA

Recientemente se ha reportado la capacidad del inhibidor de canales
aniénicos DIDS para prevenir la formacion de vacuolas inducidas por la
proteina HIyA (Moschioni et al, 2002). Con la finalidad de evidenciar la
importancia del canal aniénico formado por la hemolisina producida por V.
cholerae en el proceso de vacuolizacién, se empled el inhibidor especifico de
canales anionicos DIDS en células Vero tratadas simultdneamente con
sobrenadante de la cepa vacuolizante 69750. Los cultivos celulares se
trataron con sobrenadante estéril de cultivos de V. cholerae diluido 1:20 y
diferentes concentraciones de DIDS (25 yM, 50 uM, 100 pM, 200 uM, 300
MM, 400 pM, y 500 pM). El experimento con las células sometidas a las
diferentes condiciones se incubd durante 24 h. Transcurrido este tiempo, las
células se fijaron con metanol y se tifieron por 5 min con colorante de Wright.
La formacién o la inhibicion de las vacuolas en células Vero se cuantificd
contando las células vacuolizadas con ayuda de un microscopio de luz
invertido. Como control positivo de vacuolizacién se incluyeron células
tratadas unicamente con sobrenadante de la cepa 69750. Cultivos de células
sin tratamiento integraron el control negativo. Ademas, con la finalidad de
determinar si el inhibidor induce efectos téxicos en las células, se incluyeron

tratamientos con las diferentes concentraciones de DIDS sin sobrenadante.

Las células tratadas a una concentracion de 25 yM y 50 yM de DIDS
(Fig. 18 C-D), no mostraron efecto inhibitorio alguno, ya que fue posible

observar células que presentaron la formacion de vacuolas de manera
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Fig. 18. Efecto dosis dependiente de DIDS en la inhibicion del proceso de
vacuolizacion. Cultivos de células Vero (A), se trataron con sobrenadante de la cepa de V.
cholerae 69750 diluido 1:20 (B), y sobrenadante con el inhibidor DIDS a concentraciones de
25 yM (C), 50 yM (D), 100 pM (E), 200 pM (F), 300 pM (G), 400 uM (H), 500 uM (1), y
unicamente con DIDS 500 uM (J). La concentracion a la cual fue posible observar un efecto
inhibitorio total en la formacién de vacuolas correspondié a 500 uM de DIDS.
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similar al control positivo (80%). Sin embargo, a partir de una concentracion
de 100 pM del inhibidor, se empezo6 a observar una disminucién paulatina en
el numero de células con efecto de vacuolizacion (Fig. 18-E). Conforme se
adiciond una mayor concentracién del inhibidor DIDS se observé que el
numero de células vacuolizadas disminuyo, asi como el tamafo y numero de
las vacuolas en cada célula (Fig. 18 F-H). A una concentracion de 500 uM
de DIDS fue posible observar un efecto inhibitorio total en la formacion de
vacuolas (Fig. 18-1). Las células tratadas bajo estas condiciones presentaron
una morfologia similar al control negativo sin tratamiento (Fig. 18-A).
Ademas, determinamos que el inhibidor a una concentracién de 500 yM no
es capaz de inducir efecto citotoxico alguno (Fig. 18-J), ya que las células
conservaron su morfologia y confluencia de manera similar al control sin
tratamiento. Con estos resultados podemos determinar que el empleo de
DIDS ejerce un efecto dosis dependiente en la inhibicion de la formacién de
vacuolas inducidas por la hemolisina HIyA de V. cholerae. Ademas, hemos
elegido la concentraciéon de 500 uM de DIDS como la 6ptima para observar

un efecto inhibitorio total en la vacuolizacion.

DIDS inhibe la apoptosis inducida por la hemolisina HIyA

Con la finalidad de determinar si el canal aniénico formado por la
hemolisina HIyA es responsable del efecto inductor de fragmentacion del
DNA, se utiliz6 el inhibidor de canales aniénicos DIDS. Para ello, se trataron
simultdneamente células Vero con el inhibidor DIDS a una concentracion de
500 uM y sobrenadante de V. cholerae diluido 1:20. Las células se incubaron

durante 24 h. Posteriormente, se colectaron y se procesaron mediante la
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técnica de TUNEL para evaluar la fragmentacion del DNA. El analisis de las
células se realizé mediante citometria de flujo después de contabilizar 10*
eventos por experimento.

Los resultados obtenidos mostraron que el empleo de DIDS a una
concentracion de 500 uM es capaz de inhibir la fragmentacion del DNA en
células tratadas con sobrenadante de la cepa vacuolizante. Este tratamiento
permitié observar un 96.9% de células viables (Fig. 19-D), de manera similar
al control negativo en el cual se obtuvo un 96.7% de células viables (fig. 19-
A). Como control positivo de vacuolizacion se empled sobrenadante diluido
1:20 de la cepa 69750, en la cual se observd un 70.7% de células
apoptéticas (Fig. 19-C). Para validar el ensayo, se incluy6 un tratamiento con
Actinomicina D (Fig. 19-B). Ademas, el inhibidor DIDS a una concentracion
de 500 uM no fue capaz de inducir fragmentacion del DNA en células Vero
(Fig. 19-E).

De manera simultanea se determind si el inhibidor DIDS era capaz de
inducir un efecto inhibitorio en la fragmentacién del DNA en células Jurkat.
Se trataron células Jurkat con el sobrenadante de la cepa vacuolizante
diluido 1:20 y una concentracion de 500 uM del inhibidor DIDS. Después de
24 h de incubacion, las células se procesaron mediante la técnica de TUNEL
para evaluar la fragmentacién del DNA. Las celulas apoptéticas con este
tratamiento corespondieron al 1.4% (Fig. 20-D), de manera similar al control
negativo, en la cual se obtuvo un 98.5% de células viables (Fig. 20-A). Las
células tratadas unicamente con el sobrenadante de V. cholerae presentaron
apoptosis en el 92.6% (Fig. 20-C). Ademas, se determin6 que el inhibidor no

es capaz de inducir apoptosis en células Jurkat, ya que la 98.6% de las
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Fig. 19. Inhibicién de la apoptosis en células Vero mediante la utilizacion de DIDS.
Cultivos de células Vero (A), se trataron con Actinomicina D (B), sobrenadante de V.
cholerae diluido 1:20 (C), sobrenadante mas 500 uM de DIDS (D), y 500 uM de DIDS (E).
Las células se procesaron mediante la técnica de TUNEL para evaluar la apoptosis por
citometria de flujo. La utilizacion de DIDS fue capaz de inhibir la fragmentacion del DNA
inducida por la hemolisina HIyA en células Vero.
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Fig. 20. Inhibicién de la apoptosis en células Jurkat mediante la utilizacién de DIDS.
Cultivos de células Jurkat (A), se trataron con Actinomicina D (B), sobrenadante de V.
cholerae diluido 1:20 (C), sobrenadante mas 500 uM de DIDS (D), y 500 uM de DIDS (E).
Las células se procesaron mediante la técnica de TUNEL por citometria de flujo. La
utilizacion de DIDS fue capaz de inhibir la fragmentacion del DNA inducida por la hemolisina
HlyA en células Jurkat.
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células correspondieron a células viables (Fig. 20-E). Para validar el
experimento, se incluyd un tratamiento de células Jurkat con Actinomicina D
resultando una poblacién apoptética del 98% (Fig. 20-B).

Estos resultados nos permiten determinar que el empleo del inhibidor
de canales aniénicos DIDS a una concentracion de 500 uM es capaz de
inhibir la apoptosis inducida por la hemolisina HlyA de V. cholerae tanto en

células Vero como en células Jurkat.
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VII. DISCUSION

Nuestro grupo reportd recientemente que muchas cepas de V.
cholerae no-O1 asociadas con enfermedades diarreicas en México, poseen
una actividad vacuolizante en cultivos de células epiteliales, y que dicha
actividad es debida a la hemolisina HIyA. Los cultivos de células Vero
tratados con altas dosis de la hemolisina, ademas de presentar abundantes
vacuolas citoplasmicas, pierden contactos intercelulares produciendo un
redondeamiento y desprendimiento que conduce a una lisis celular.
(Figueroa-Arredondo et al, 2001).

El proceso de vacuolizacion es visto como una respuesta fisiologica,
presumiblemente para reparar el dano, pero poco se conoce acerca del
mecanismo homeostatico intracelular que opera para repararlo (Henchis and
Wheatley, 1999). Se ha sugerido que la hemolisina HIyA puede ser removida
de la membrana plasmatica mediante endocitosis hasta alcanzar
compartimentos endosomales tardios. El canal aniénico formado por la
hemolisina se encuentra asociado a compartimentos intracelulares en donde
se localiza la ATPasa vacuolar. Se ha propuesto que la presencia de un
canal de gran conductancia formado por la hemolisina HIyA promueve la
actividad de esta ATPasa. Este evento conduce a un incremento en la
capacidad del organelo para acumular bases débiles, permitiendo el ingreso
de agua y causando su hinchamiento, lo que lleva a la formacion de grandes
vacuolas. Ademas, Moschioni et al (2002), han determinado que el canal
anionico es responsable de la muerte celular via necrosis, misma que

presentan las células tratadas con altas concentraciones de hemolisina,
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como lo hemos corroborado en este estudio. No obstante, las células
vacuolizadas no sufren necrosis, sino apoptosis, como lo demostramos aqui.

En este trabajo investigamos la posible induccion de apoptosis como
una via de muerte celular alterna a la necrosis, inducida por la hemolisina
HlyA de V. cholerae en las células vacuolizadas. Nuestros resultados
concuerdan con los resultados publicados por autores que han determinado
que otras toxinas formadoras de poros son capaces de inducir apoptosis en
células eucarioticas. Por ejemplo, la toxina VacA de H. pylori es una proteina
formadora de poros capaz de inducir vacuolizacion y apoptosis en células
epiteliales (Témbola et al, 1999; Cover et al, 2003; Kuck et al, 2001) La a-
toxina de Staphylococcus aureus es una proteina que también forma poros e
induce degradacion del DNA en linfocitos T (Jonas et al, 1994).

En este trabajo determinamos que las células epiteliales Vero
vacuolizadas presentan marcadores de muerte celular via apoptosis, tanto
de las caracteristicas de etapas tempranas (translocacion de fosfatidilserina)
como tardias (fragmentacién del DNA). La deteccion de células marcadas
con anexina V-FITC, un marcador de etapas tempranas de apoptosis,
mostré que los tratamientos con hemolisina son inductores de apoptosis. Lo
anterior se sustenta debido a que el empleo del sobrenadante de V. cholerae
69750 diluido 1:20 induce vacuolizacion en el 80% de las células Vero, y es
esta misma dilucién capaz de inducir una mayor poblacion de células
positivas para la tincion con anexina V-FITC, es decir, células apoptdticas.
Este resultado demuestra un efecto dosis dependiente en la aparicion de
este marcador temprano de apoptosis con respecto a la dilucién del

sobrenadante de la cepa vacuolizante 69750 (Fig. 7). Estos datos
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correlacionan el efecto vacuolizante con la induccion de apoptosis en células
Vero.

Para apoyar que la hemolisina tiene un efecto inductor de apoptosis
que no es exclusivo de células Vero, se empleo la linea de células Jurkat. La
linea de células Jurkat ha sido ampliamente utilizada como modelo in vitro
de células del sistema inmune en estudios de apoptosis (Abraham and
Weiss, 2004). Observamos que las células Jurkat son susceptibles de ser
intoxicadas por la hemolisina vacuolizante HIyA, induciendo una muerte
celular exclusivamente via apoptosis (Fig. 9). Esta conclusion se basa en el
hecho de encontrar un 89% de células positivas al marcaje con anexina V-
FITC. Estos datos sugieren que las células Jurkat son mas susceptibles al
efecto inductor de muerte celular via apoptosis que las células Vero. Esta
hipétesis se basa en el hecho de que no detectamos células Jurkat
marcadas con yoduro de propidio caracteristicas de necrosis (2%). Por el
contrario, las células Vero sometidas al mismo tratamiento que las células
Jurkat, presentan una poblacién necrética que corresponde al 39% y una
poblacién en apoptosis tardia del 43%. Existen diferentes grados de
susceptibilidad a la intoxicacion por la hemolisina HIyA en la formacion de
vacuolas, siendo este efecto vacuolizante mas evidente en células Vero
comparadas con células HeLa y A431, sin embargo, la vacuolizacion no
ocurre en células MDCK-1 y BHK (Moschioni et al, 2002).

En este trabajo investigamos el posible procesamiento de PARP en
células Vero y Jurkat intoxicadas con hemolisina HIyA. Mediante ensayos de
Western-blot, utilizando anticuerpos policlonales anti-PARP, revelamos el

patrén de procesamiento de esta proteina. Observamos que en las células
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Vero vacuolizadas PARP no es procesada, ya que encontramos una banda
de 113 kDa que corresponde al tamafo de la proteina completa (fig. 10 carril
4). Sin embargo, en células Jurkat intoxicadas por la hemolisina, detectamos
los fragmentos de 113 kDa y de 89 kDa (Fig. 10 carril 7). Este resultado nos
indica que la intoxicacion con la hemolisina involucra el procesamiento de
PARP sélo en células Jurkat. Se ha demostrado que linfocitos, fibroblastos,
hepatocitos y células neuronales PARP” presentan una via apoptdtica
normal cuando ésta se induce con TNF-a y anti-Fas, sugiriendo que la
fragmentacion de PARP es consecuencia del proceso apoptoético y no un
componente integral del mismo (Wang et al, 1997). Recientemente se ha
demostrado en células Hep3B tratadas con el inductor de apoptosis
camptotecina, que la proteina PARP no es fragmentada a pesar de que las
células exhiben caracteristicas apoptéticas (Adjei et al, 1996). Otros estudios
han reportado que fibroblastos expuestos a agentes alquilantes (MNNG)
requieren de la activacion de PARP para inducir la translocacién del factor
inductor de apoptosis (AlF) desde la mitocondria al nucleo. Este evento
resulta en una via de muerte celular programada independiente de caspasas
(Yu et al, 2002).

La degradaciéon del DNA en unidades nucleosomales es una de las
caracteristicas bioquimicas de la muerte celular via apoptosis y es este
evento en el que se fundamenta la técnica de TUNEL, un protocolo
comunmente empleado para detectar células apoptéticas en etapas finales
(Nagata, 2000). En este trabajo demostramos que las células Vero
vacuolizadas y las células Jurkat tratadas con sobrenadantes provenientes

de cultivos de la cepa vacuolizante de V. cholerae 69750 presentan
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fragmentacion del DNA en el 88% y 98% respectivamente (Fig. 11-12).
Ademas, hemos determinado que este efecto inductor de apoptosis es
debido a la hemolisina vacuolizante HIyA presente en el sobrenadante de la
cepa 69750 (Fig. 14-17). Esta conclusién se basa en los experimentos
realizados en los que se pre-incubaron anticuerpos anti-hemolisina con el
sobrenadante de la cepa 69750. El bloqueo de la hemolisina con anticuerpos
impidié el proceso de vacuolizacién en células Vero (Fig. 13), ademas de
inhibir la fragmentaciéon del DNA en células Vero y en Jurkat. Estos
resultados se evidenciaron mediante la técnica de TUNEL detectada por
microscopia confocal y citometria de flujo.

Se ha demostrado que la hemolisina HIyA forma un poro
transmembranal de 0.9 -1.0 nm de diametro que conduce a la lisis celular
debido a la formacion de un canal anidénico (Krasilnikov et al, 1992; Zitzer et
al, 1997). Recientemente se reportd que la inhibicidon especifica de canales
anioénicos por DIDS y SITS no sélo previene la vacuolizacion sino también la
muerte por lisis de las células Vero tratadas con altas concentraciones de la
hemolisina HIyA de V. cholerae. Estos resultados demuestran que la
vacuolizacion y la lisis de las células se producen cuando el canal aniénico
formado por la hemolisina HIyA esta activo. Con la finalidad de determinar si
el canal anioénico es responsable de la fragmentacién del DNA en células
Vero y Jurkat, se utilizd el inhibidor DIDS. En este trabajo corroboramos que
el empleo de este inhibidor es capaz de prevenir la vacuolizacion en células
Vero tratadas con el sobrenadante de la cepa 69750. Ademas, demostramos
que la utilizacion de DIDS es capaz de inhibir la fragmentacion del DNA tanto

en células Vero como en células Jurkat que han sido tratadas con
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sobrenadantes de la cepa 69750 de V. cholerae. Estos resultados sugieren
fuertemente que el canal aniénico de la hemolisina HIyA es responsable de
la induccion de apoptosis en células Vero y Jurkat.

En otros estudios se ha reportado que el canal aniénico formado por
la hemolisina HIyA permite el flujo de iones potasio, sin embargo, es
impermeable a iones divalentes como el calcio (Zitzer et al, 1997).
Recientemente se ha demostrado que en etapas tempranas de apoptosis,
existe una disminucién del volumen celular inducido por la activacién de
procesos fisioldgicos que involucran canales de Ky CI". La estimulacion de
células Hela, U397, PC12 y NG108-15 con los inductores de apoptosis
estaurosporina, TNFa o ligando de Fas induce la activacién de canales de K*
y CI". Ademas, la utilizacion de bloqueadores de canales de K* (quinina) y CI
(DIDS, SITS) previene la disminucion del volumen celular que ocasiona la
apoptosis en las cuatro lineas celulares y bajo los mismos estimulos
apoptéticos (Okada et al, 2004). En nuestro modelo es probable que el canal
anionico formado por la hemolisina HlyA de V. cholerae induzca un
desequilibrio en el flujo de iones disminuyendo el volumen celular y
conduciendo a la activacién de la via apoptotica.

De manera interesante, nuestros resultados coinciden con los
mecanismos de muerte celular por apoptosis ejercidos por otras toxinas
formadoras de poros. La toxina vacuolizante VacA producida por H. pylori,
es una de las proteinas formadoras de poros mejor caracterizada. La
proteina VacA tiene la capacidad de inducir apoptosis en células epiteliales
vacuolizadas (Cover and Blaser, 1992; Kuck et al, 2001; Cover et al, 2003).

Ademas, se ha evidenciado que la toxina VacA es capaz de asociarse a la
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mitocondria e inducir la pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
conduciendo a la liberacién de citocromo c. Se ha demostrado mediante la
utilizacién de inhibidores como DIDS que la vacuolizacion y la liberaciéon de
citocromo ¢ son consecuencia del canal aniénico formado por la toxina
VacA. Estos eventos resultan en la iniciacion del proceso apoptoético
mediante la via intrinseca. (Témbola et al; 1999, 2000, 2001; Galmiche et al,
2000; Willhite et al; 2003, 2004).

Se ha establecido que la proteina HIyA secretada por V. cholerae es
responsable de la formacion de vacuolas en células de origen epitelial
(Figueroa-Arredondo et al, 2001). En este trabajo hemos demostrado que la
hemolisina HIyA es capaz de inducir fragmentacién del DNA en células
epiteliales Vero vacuolizadas. Sorprendentemente, la hemolisina HIyA
induce apoptosis también en células del sistema inmune (Jurkat). Estos
resultados abren la posibilidad de que el blanco celular de la hemolisina no
esté limitado a células de origen epitelial. De manera interesante, nuestro
trabajo sugiere fuertemente que el canal aniénico formado por la hemolisina
HlyA es responsable de la induccion de apoptosis. Aun no se conoce a
detalle el mecanismo molecular que opera en el proceso de intoxicacion
celular por la hemolisina HIyA. Es interesante pensar en la posibilidad que la
hemolisina HIyA de V. cholerae induzca un mecanismo de muerte celular
con caracteristicas apoptoticas mediante la activacidon de la via intrinseca,

como ocurre con VacA de H. pylori.
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VIIl. CONCLUSIONES

La hemolisina vacuolizante HIyA de V. cholerae es una toxina que
induce fragmentacién del DNA tanto en células Vero y como en
células Jurkat.

La proteina PARP es fragmentada en células Jurkat intoxicadas con
la hemolisina, sin embargo, este procesamiento no fue evidenciado en
células Vero vacuolizadas.

El empleo del inhibidor de canales anionicos DIDS previene la
formacion de vacuolas citoplasmicas en células Vero, confirmando
que el canal anidnico es responsable del proceso de vacuolizacion.

La utilizacién del inhibidor DIDS inhibe la apoptosis inducida por la
hemolisina vacuolizante HIlyA en células Vero y en células Jurkat,
sugiriendo fuertemente que es el canal anidénico formado por la

hemolisina el responsable de la induccion de apoptosis.
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IX. PERSPECTIVAS

En este trabajo determinamos que la hemolisina HIyA presente en
sobrenadantes de cultivos de la cepa de V. cholerae 69750 induce apoptosis
en células epiteliales Vero y en células del sistema inmune (Jurkat). Ademas,
determinamos que el empleo del inhibidor de canales anidnicos DIDS
previene la apoptosis en ambas lineas celulares. Sin embargo, es importante
determinar si las caspasas, proteinas ejecutoras del proceso apoptatico, se
encuentran activas en las células Vero y Jurkat intoxicadas por la hemolisina
HlyA. Mediante el empleo de inhibidores de caspasas de amplio rango o de
inhibidores especificos de caspasas 8 y 9, podriamos determinar de que
manera estas proteasas participan en la activacion de la apoptosis. Ademas,
estos experimentos nos sugeririan si existe una via principal de activacion
que desencadene el proceso apoptético (intrinseca o extrinseca). Es
probable que la hemolisina HIyA sea capaz de asociarse a la mitocondria e
inducir la liberacion de citocromo c, desencadenando la via apoptdética de
manera intrinseca. La realizacion de ensayos de co-localizacion de la
hemolisina y la mitocondria nos indicarian si la toxina vacuolizante es capaz
de asociarse a este organelo. Ademas, es interesante corroborar que el
canal aniénico formado por la hemolisina HlyA es responsable de la
induccion de apoptosis. Para ello se utilizara el inhibidor de canales
anionicos SITS, cuya capacidad de impedir el proceso de vacuolizacion por
la hemolisina ha sido reportado. Estos experimentos apoyarian los
resultados presentados en este trabajo en los que empleamos el compuesto

DIDS para inhibir la apoptosis en células Vero y Jurkat.
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