La Paz,




Indice General

DEDIC AT ORIAS . . e i
AGRADECIMIENTOS =« * v s s rrrrsr s s e s s e i
INDICE GENERAL. - .+« o e et e et e e e e e v
RELACION DE FIGURAS. . . . o oottt et et e e e e viii
RELACION DE TABLAS. -« vt ttesn et ix
GLOSARIO . . X
RESUMEN . . .. e e X
ABSTRACT. . Xiv
LLINTRODUGCCION. = s rrrree et 1
1. Generalidades sobre microalgas.. . . - . .. - oo 1
2. El uso de microalgas como alimento y forraje. - . .-« ..o 2
3. Productosdemicroalgas. ... ....... ... 4
4. Aplicaciones médicas y biotecnolégicas de polisacaridos sulfatados de microalgas. - - - - - 5

5. Modelos experimentales sobre la utilizacion de polisacaridos como agentes alternos
para prevenir la adherencia microbiana. . . ... . ... 6

A. Modelo I: Inhibicién de la adherencia de Helicobacter pylori a lineas celulares animales. . 7

1. H elicobacter pylon: Generalidades y descripcion. - . - ... ..o 7
2. Incidencia de Helicobacter pylori en ambientes acuicolas. - - - - -« - ... 8
3. Prevencion y control de infecciones producidas por Helicobacter pylori. . . . ... ...... .. 9
4. Factores de patogenicidad de Helicobacter pylori. . ... ... ... ... 10
Q) A0NESINAS. . . .. ottt e Il
b) adherencia e internalizacion. . . ... .......... ... S 12
5. Proteinas de la matriz extracelular en células de la mucosa gastrica. - - - - - - .-« .- 13

B. Modelo II: Inhibicién de la adherencia de cepas de Vibrio y Aeromonas a células de

peces (Paralabrax maculofasciatus). .. ................... e 14
1. Familia Vibrionaceae: Generalidades y descripCion. - - .. -« -+« oo v e 15
2. Importancia de Vibrio y Aeromonas en acuicultura y su impacto en salud publica. - - - - - - - 16

v



Indice General

1. JUST'F'CAC'ON ........................................................ 19
L OBJETIVOS. . o 22
GBNEIAIES. . .t ittt 22
ESPeCIfiCOS . . . . . 22
IV. MATERIALES Y METODOS. - - -« e e oo e e e 23
1. Preparacion y purificacidn de polisacaridos de microalgas. - - - - - - - - - oo 23

@) CUItivO de MICTOAIGAS. - - -« -« o oo e e e 23

b) Aislamiento y purificacion parcial de polisacaridos de microalgas

por el método de precipitacién con cloruro de cetil pirimidio CPC. - - - - - - - - - - - - - - 24
2. Bacterias, condiciones de cultivo yﬂalmacenamiento. --------------------------- 25
a) Cepas de Helicobacter pylon. . . . . ... ... .. ... ... .. .. ..... 25
b) Cepas de Vibrio y Aeromonas. ... ......................... 26

3. Lineas celulares de mamifero y cultivos primarios de células de pecesutilizadas en este

ESTUIO. . . o o e 27
a) Lineas celulares de mamifero. ... ... ... 27
b)Célulasdepeces.. . ............... 2 <

4. Estandarizacion de métodos para la evaluacién de la adherencia bacteriana a  lineas
celulares seleccionadas .. ...... ... .- 28

a) Determinacion de la adherencia bacteriana a lineas celulares por microscopia. 28
b) Determinacion de adherencia bacteriana a lineas celulares por microscopia de
doblefluorescencia. .. ........ ... 29

c) Determinacion de la adherencia bacteriana a lineas celulares seleccionadas por

espectrofluorometria.. L 30
d) Determinacién de la adherencia de bacterias marcadas con w5 @ proteinas de

la matriz extracelular (ECM) de células HeLa S3 y Matrigel inmovilizado en placas

de culti vo de tejidos.. ... 30
e) Determinacion espectrofotométrica de la adhesion de bacterias marcadas con

biotina a células Hela S3.. ... ... 31




Indice General

f) Determinacion espectrofotométrica de la adhesion de bacterias marcadas
con biotina a células de peces.. ... 32
5. Utilizacién de diferentes compuestos para inhibir y desplazar la adhesion de

Helicobacter pylon a las lineas celulares seleccionadas. ...................... 32
a) Estudios de inhibicién de adhesiéon bacteriana por microscopia de doble
FlUO T E S C BN G A, o e e e e e e e e e 33

b) Estudios espectrofluorométricos de la inhibicion de la adhesion de H. pylori

a las lineas celulares seleccionadas.. ...l 33
c¢) Estudio espectrofotométrico de inhibicion de adhesion de bacterias marcadas
CONDIOtINA. .. 34

6. Utilizacion de polisacéaridos sulfatados de microalgas para inhibir la adhesion de cepas de
Vibrio alginolyticus, V. ordalli, V. vulnificus y Aeromonas hydrophila a células de cabrilla

arenera (P. maculatofsciatus), (branquias, intestino, sangre y tegumento). ........... 35
V. RESULTADOS. .o 36

1. Estandarizacion de métodos para la evaluacion de la adherencia bacteriana a las ineas

celulares seleccionadas. L 36
2. Cinéticas de adhesion de Helicobacterpylon a lineas celulares. ......... 38
3. Inhibicién de la adhesién de Helicobacter pylori a lineas celulares seleccionadas. 40

3.1 Utilizacion de polisacaridos de microalgas para inhibir la adhesion de H. pylori a lineas
Celulares. . . . . . . ... 40

3.2 Inhibicion de la adherencia de células HelL.a S3 y Kato Ill con anticuerpos, antigenos de

H. pylon y péptidos SiNtétiCos. 43
4. Utilizacion de polisacaridos sulfatados de microalgas para inhibir la adhesion de cepas de
Vibtio alginolyticus, V. ordalli, V. vulnificus y Aeromonas hydrophila a células de branquias,
intestino, sangre y tegumento de la cabrilla arenera (P. maculatofsciatus)............. 45
VI DISCUSION. .o 50
VI CONCLUSIONES. . .ottt e e e e e e 61

VI PERSPECTIVAS. . ... ........ o 62

Vi




Indice General

Ix. BIBLIOGRAFIA . . . . . .63
APENDICE. ..ot 73

1. Composicion de medios de cultivo. . . .. .. ... 73
) MiCroalgas. . ... oo 73

D) BACIEIAS. .+ o ottt 74

2. Obtencién de antigenos de Helicobacter pylori. ..o 76
3. Produccién de anticuerpos policlonales. ... ........ .. i 77
4. Aislamiento de compuestos de matriz extracelular de célulasHelaS3. .. .......... .. 78
5. Marcaje de bacterias con 151 - 79
6. Marcaje de bacterias con biotina. . ... ... ... 80
7. Cuantificacion de proteinas. . ... .. ....... .. 81
8. Cuantificacion de carbohidratos totales. . ... .. .. ... 82
9. Determinacion del contenido de sulfatos en exopolisacaridos.. . - . . ... ... ... 83
10. Aislamiento y mantenimiento de células de cabrilla arenera (P. maculatofsciatus). . . . . 84
a) Cultivos primarios de células de tegumento, intestino y branquias. . .. ... ......... 84

b) Cultivos primarios de linfocitos T de sangre =. =« v, 85

l. Reactivos y materiales. .. ......... ... 86

Vii



Relacion de Figuras

Relaciéon de Figuras

Figura 1. Constituyentes de la matriz extracelular de células epiteliales de la
0T U o o 3 e

Figura 2. Modelo hipotético de inhibicion y desplazamiento bacteriano a
Células epiteliales de la mucosa. ......... i

Figura 3. Cinética de adhesion de H. pylon, cepa 25 a células Kato Ill.....
Figura 4. Adhesion de cepas de H. pylori a lineas celulares de humano. ..

Figura 5. Efecto de exopolisacaridos sutfatados de microalgas en adherencia
de H. pyolon, cepa 25 acélulasHeLaS3.. ... ........ e

Figura 6. Inhibiciéon de la adherencia de H. pylon, cepa 25 a células HelLa S3
con antigenos de H. pylori y con anticuerpos policlonales antj-/-/. pylori en
CONEJOYTratON. . e

Figura 7. Inhibicién de la adherencia de H. pylon, cepa 25 a lineas celulares
de humano, utilizando péptidos sintéticos homoélogos a las secuencias de
uniodn a heparina en proteinas de estrés y péptidos sintéticos homologos a las
secuencias de unién a heparina en fibronectina y anticuerpos monoclonales
contra la proteina de estrés Hsp70 de células eucariotes. .............

Figura 8. Efecto de exopolisacaridos sulfatados de microalgas en la adhesion
de cepas de Vibrio y Aeromonas a células de cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus).

Vil

42

43

45



Relacion de Tablas

Relacion de Tablas

Tabla 1. Cepas de Microalgas utilizadas en el presente trabajo. .......... 23

Tabla 2. Cepas de Helicobacter pylori utilizadas en el presente estudio ..... 25

Tabla 3. Estandarizacion de métodos para la evaluacion de adherencia de
Helicobacter pylori a células animales. 37

Tabla 4. Resumen comparativo del efecto de exopolisacaridos sulfatados
de microalgas en la adhesion de cepas de Vibrio y Aeromonas a células de
cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) 49

Tabla 5. Microorganismos con afinidad por receptores proteogllcanos en
células eucariotes  ........... 53




Glosario

GLOSARIO

o Adhesina. Proteina presente en células eucariotes o procariotes que tiene
afinidad por secuencias de aminoacidos o carbohidratos de otras
macromoléculas.

e Antibiotico. Compuesto de bajo peso molecular que tiene la capacidad de
inhibir o suprimir el crecimiento, desarrollo, o multiplicacién bacteriana.

e Anticuerpo. Proteina producida a causa de la introduccion de un antigeno, y
gue tiene la capacidad de combinarse con el antigeno que estimulé su
produccion.

e Antigeno. Sustancia que reacciona con anticuerpos o receptores de células
T, despertada por inmundgenos.

e Antrum. Porcién distal del estbmago adjunta al piloro.

e Carragenina. Polisacarido sulfatado aislado de algas cafés y que tiene la
propiedad de formar geles.

e Colonizacion. Capacidad que tiene un microorganismo para establecerse
en un huesped susceptible.

e Complemento. Sistema de proteinas séricas que es el mediador humoral
primario de las reacciones antigeno-anticuerpo.

e Fibronectina. Glicoproteina estructural que conforma parte de la matriz
extracelular. Tiene un peso molecular de 210 a 260 kDa

e Fucoidan. Polisacarido sulfatado aislado de algas cafés.

e Gastritis. Definicion histopatolégica de inflamaciéon de la superficie de la
mucosa gastrica; esto es, infiltracion de la lamina propia con linfocitos y
células plasmaticas.

e Heparina. Proteoglicano sulfatado formado por una cadena polipeptidica
con ramificaciones de polisacaridos compuestas de unidades repetitivad de
D-glucosamina y &cido L-idurénico o acido D-glucoronico conteniendo
sustituciones de radicales 6-O-sulfato en la G-glucosamina, o sustituciones
2-O-sulfato en el acido L-idurénico. Peso molecular entre 16,000 y 30,000
Da.

e Hipocolesterémico. Niveles bajo de colesterol en torrente sanguineo.

e Invasion. Capacidad que tiene un microorganismo para penetrar y
establecerse al interior de las células de un huésped susceptible.

e Lactoferrina. Glicoproteina con la capacidad para quelar y almacenar fierro;
es secretada por células epiteliales glandulares presentes en la mucosa
gastrica, asi como en los granulos de neutréfilos. Se le encuentra también en
la leche y en el suero.
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Ligando. Cualquier molécula que forma un complejo con otra molécula,
como un antigeno y un anticuerpo, o una lectina y un carbohidrato.

Matéastasis. Desarrollo neoplasmico del estdbmago resultado de un dafio
tisular excesivo asociado a un proceso inflamatorio prolongado (por
décadas) por infeccion con Helicobacter pylori.

Matriz extracelular. Termino que denota una serie de estructuras
especializadas de los huesos, tendones, musculo, y cartilago, incluyendo el
tejido conectivo. Material macromolecular que se encuentra entre los
diferentes tipos de células en muchos érganos, la lamina basal que separa el
epitelio del endotelio y células mesenquimaticas del tejido conectivo
intersticial. En su totalidad, los componentes de lo que se conforman las
diferentes estructuras de la matriz extracelular son: colagenas, elastina,
proteoglicanos y glicoproteinas estructurales.

Mitégeno. Sustancias que inducen la sintesis de ADN, transformacion
blastoide y finalmente, division de los linfocitos.

Proteina de estrés (Hsp). Proteinas pertenecientes a la familia de las
chaperoninas. Son sintetizadas por las célula eucaridticas o procariotes en
respuesta a condiciones de estrés y estan involucradas en el transporte de
nutrientes a la célula.

Receptor. Contraparte de un complejo que interacciona con un ligando.

Sindrome de enfermedades ulcerativas. Infeccion producida por
Aeromonas hydrophila en peces marinos, caracterizada por la generalizacién
de ulceraciones en el tegumento del pez.

Sulfato de’ dextran. Derivado poiianionico de dextran, que es un
polisacarido con cadenas lineares de residuos de D-Glucopiranosa y con un
peso molecular aproximado de 500,000 Da. :

Sulfato de heparina. Proteoglicano sulfatado formado por una cadena
polipeptidica y con ramificaciones de polisacaridos compuestas de unidades
repetitivas de D-glucosamina y acido D-glucorénico conteniendo
sustituciones de radicales N-sulfato, O-sulfato en la G-glucosamina y en el
acido L-idurdnico. Peso molecular de entre 16,000 y 30,000 Da

lcera. Degeneracion de la superficie cutanea o de la mucosa. -

Ulcera duodenal. Degradacién de la mucosa géstrica en areas del duodeno
debilitadas por inflamacién debida a infecciones producidas por Helicobacter
pylori.

Ulcera gastrica. Degradacion de la mucosa gastrica.
Ulcera péptica. Perforaciones en areas de la mucosa gastrica causada por

dafios acidos en areas debilitadas del estébmago por inflamacion debida a
infecciones producidas por Helicobacter pylori, o bien, debido a otros

Xi
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agentes como drogas no-esteroideas o anti-inflamatorias incluyendo
aspirinas.
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Resumen

RESUMEN.

El cultivo de microalgas es una actividad rentable, lo que ha permitido que su
producciébn se haya incrementado considerablemente en afos recientes; pro-
duccién que es comercializada como biomasa para forraje, como reactivos
biolégicos de alto valor agregado, tales como inhibidores de proteasas, acidos
grasos poliinsaturados, polisacaridos mucilaginosos, agentes antibacterianos,
antitumorales, cardiotonicos e hipocolesterémicos y anticoagulantes. En la ac-
tualidad la busqueda de productos naturales han cobrado importancia debido a
la necesidad de encontrar moléculas nuevas que tengan una aplicacion en el
tratamiento de enfermedades.

Debido a la afinidad que tienen ciertas especies bacterianas por glicoconju-
gados sulfatados expuestos en los tejidos de huéspedes susceptibles, en el
presente trabajo se planted la hipétesis de que polisacaridos sulfatados aisla-
dos de microalgas podrian ser una estrategia importante a incluir como parte de
la terapia anti-adhesiva durante el tratamiento de un proceso infeccioso. Se
realizaron estandarizaciones de metodologias para la determinacion de
adherencia bacteriana a células animales, encontrandose diferencias en los
métodos analizados; asi mismo se compard el potencial anti-adhesivo de los
exopolisacaridos sulfatados aislados de microalgas con compuestos tradicional-
mente empleados en terapias anti-adhesivas, encontrando que ocurre una in-
hibicion de adherencia de H.pylori a lineas celulares y que el grado de
inhibicibn con los compuestos tradicionalmente empleados resulta menor que
con los exopolisacaridos sulfatados. Por otra parte y dada la necesidad que
existe en la industria acuicola por contar con alternativas profilacticas y
terapéuticas para contrarrestar infecciones microbianas en el cultivo de
organismos marinos y de eliminar el uso casi irracional de antibioticos, se
evallo el posible efecto inhibidor de exopolisacaridos sulfatados en la adhesion
de bacterias patégenas (Vibrio vulnificus, V. alginololyticus, V. ordalii y
Aeromonas hydrophila) a células de intestino, branquias, tegumento y sangre de
cabrilla (Paralabrax maculatofasciatus), encontrando resultados homélogos a lo
que ocurre en el modelo experimental con H. pylori y su adhesion a lineas
celulares de mamifero, esto es, que algunos exopolisacaridos sulfatados
inhiben la adhesion bacteriana.
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Abstract

ABSTRACT.

Because microalgae culture has been recognized as a profitable activity, the
industry has increased its production in the last decade. Microalgae production
is commercialized as biomass for animal feed, high-value biological reagents
such as proteolytic enzymes, protease inhibitors, polyunsaturated fatty acids,
exopolysaccharides, and molecules with antibacterial, antitumor, cardiotonic,
hypocholesteremic and anticoagulant activity. However, there is still the need for
search for new active molecules with pharmacologic application.

Because the affinity of certain bacterial species for sulfated glucoconjugates
exposed on the epithelial cells of susceptible hosts, we hypothesized that marine
microalgae sulfated exopolysaccharides can be usedin antiadhesive therapies
against bacterial infections. Towards this end, a number of techniques for
measuring the adhesion of bacteria to animal cells were standardized. We
evaluated the effect of microalgae sulfated exopolysaccharides on the adhesion
of pathogenic bacterial strains to human and fish-cell lines. We compared the
antiadhesive activity of  microalgae sulfated exopolysaccharides on the
adhesion of Helicobacter pylori to human-cell lines with the kind of compounds
traditionally usedin antiadhesive therapies. The findings suggest that marine
microalgae sulfated exopolysaccharides can be as effective as the compounds
traditionally usedin antiadhesive therapies.

Because of the need of the aquaculture industry for alternative prophylactic and
therapeutic schemes for the control of microbial infections in marine organism
cultures, and the need to reduce the indiscriminate application of antibiotics, we
also evaluated whether marine microalgae sulfated exopolysaccharides can
inhibit the adhesion of Vibrio vulnificus, V. algynolyticus, V. ordalii, and
Aeromonas hydrophila to spotted sand bass (Paralabrax maculatofasciatus). The
findings indicated that the bacterial adhesion to fish cells can be effectively
blocked with the various sulfated exopolysaccharides studied.

xiv



Introduccion

I. INTRODUCCION.

1.- Generalidades sobre Microalgas.

No obstante que los estudios sobre microalgas se iniciaron formalmente a finales
del siglo XIX por Beijerink en 1890 (Soeder, 1980), existen evidencias
documentadas de que las microalgas han sido empleadas como fuente de alimento
desde tiempos muy remotos. Recientemente se ha descubierto que dichos
organismos pueden tener aplicaciones tan variadas como en el tratamiento de
aguas residuales, en la produccion de alimentos, pigmentos, acidos grasos
poliinsaturados, carbohidratos, enzimas, vitaminas y otros metabolitos secundarios
(De la Nole y de Paw, 1988; Arredondo-Vega y Vazquez-Duhalt, 1991).

Las microalgas son organismos cosmopolitas, localizandose tanto en el medio
marino, dulceacuicola y formando parte de ecosistemas terrestres, pudiendo existir
tanto formas unicelulares como multicelulares. Se estima que existen
aproximadamente 30 mil especies distintas de microalgas y son consideradas
responsables de la producciébn de materia organica que se encuentra en los
ecosistemas acuaticos y casi del 60% de la fotosintesis total del planeta (Bold y

Wynne, 1985).

El papel ecolégico que juegan las microalgas en los ecosistemas acuicolas y
terrestres es fundamental puesto que estos organismos fotosintéticos almacenan
energia solar y la convierten en energia quimica, la cual es utilizada en su mayor
parte como alimento para los organismos del segundo nivel trofico, entre los que se

encuentran peces fitéfagos (Mironova, 1975; Stanley y Jones, 1976; Bahr et al.,
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1977), moluscos (Roels y Gerard, 1970; Ryther y Tenore 1976) y otros organismos

en el ecosistema marino.

2.- Uso de microalgas como alimento y forraje.

Se estima que la produccion de microalgas marinas aporta la mitad de la
produccién primaria del mundo, por lo que se les ha llegado a considerar como el
principal recurso biol6gico que podria llegar a resolver los problemas mundiales de

alimentacién (Barr, 1981).

Obviamente estos problemas no pueden ser resueltos a corto plazo con el cultivo
de microalgas, puesto que es necesario abordarlos de una manera
multidisciplinaria; esto es, establecer esquemas de productividad real de los
cultivos, determinar el valor nutritivo, formular y disefiar procesos biotecnoldgicos v,
lo mas importante, lograr cambios en la dieta para que estos productos sean

aceptados por el hombre.

A raiz de los trabajos de Jorgensen y Convit (1953), relacionados a la produccién
de Chlorella y su incorporacion en la dieta del hombre, en Estados Unidos, Japén,
Alemania y mas tarde en lIsrael, se inicio el estudio cientifico de la produccion de
biomasa a partir de cultivo de microalgas verdes, principalmente de Chlorella
llegando a desarrollarse exitosamente las condiciones de bioingenieria vy
comercializacién en Taiwan y Japén (Burlew, 1953). Posteriormente se ha venido
desarrollando la manufactura de extractos de microalgas con distintas aplicaciones
en la industria alimenticia y que han tenido éxito en el mercado. Sin embargo,

Powell y colaboradores (1961) realizaron estudios con Chlorella para conocer su
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valor nutritivo, encontrandose con resultados no muy alentadores; mas tarde Kraut
y colaboradores (en Soeder, 1980), considerando la inclusion de estudios
sistematicos para determinar el valor nutritivo de Scenedesmus, llegaron a la
conclusion de que el valor biolégico y la digestibilidad de las microalgas depende
de las condiciones experimentales para su cultivo y de los procesos tecnoldgicos

empleados para su obtencion.

De aqui que ha surgido la necesidad de ampliar dichas consideraciones con
estudios que incluyen aspectos biotecnolégicos encaminados a la obtencion de
biomasa, técnicas de cosecha (Shelef et al., 1978; Mohn, 1978; Heussler, 1978),y
procesos tecnoldgicos (Shelef et al., 1978; Hedenskog, 1978; Mohn, 1978).

Al hacer un andlisis econdmico del cultivo de microalgas se puede evidenciar que
dicha actividad resulta rentable, hecho que ha permitido y alentado
significativamente que la produccion de microalgas se haya incrementado
considerablemente en afos recientes, llegandose a tener por ejemplo, hasta 100
toneladas por hectarea de Chlorella bajo condiciones de cultivo en campo (Castillo
et al., 1980; Grobbelaar, 1981; Ben-Amotz et al., 1982), produccién que es
comercializada tanto como biomasa para forraje, asi como productos secundarios

de un alto valor agregado.

En nuestro pais, el cultivo del alga Spirulina ha tenido una importancia econémica
relevante ya que a México se le consider6 en 1983 como uno de los principales

productores a nivel mundial, teniendo como su principal mercado paises Europeos.
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Si se toma en consideracion que las caracteristicas generales en la produccién de
microalgas son: 1) tiempo de duplicacion cada 24 horas, 2) elevada tasa de
transformacion de nitrato a proteina, 3) elevado contenido proteico, 4) composicion
bioquimica dependiente de las condiciones de cultivo, 5) escalamiento de cultivo
hasta nivel industrial, 6) crecimiento autotréfico, heterotrofico/mixotréfico y 6)
produccion de 20 veces mas biomasa que en los cultivos agricolas tradicionales,
se puede llegar a la conclusion de que el cultivo algal tiene una gran expectativa
dentro de la industria alimenticia, cosmetolégica y farmacoldgica (Jahn et al., 1984;
Ahern et al., 1983a; 1983Db).

3. Productos de microalgas.

Se han desarrollado cultivos algales para la explotacion comercial de compuestos
como: proteinas, enzimas, carbohidratos, acidos grasos, vitaminas, aminoacidos,
antioxidantes, colorantes, agentes saborizantes y clarificantes (Aaronson et al.,
1980; Lee y Bazin, 1991). Asimismo, se puede obtener una amplia variedad de
compuestos farmacolégicamente activos, como los inhibidores de proteasas (Canell
et al., 1988), acidos grasos poliinsaturados (Ahern et al., 1983a, 1983b; Cohen et
al., 1988; Lee et al.,, 1988; Ohta et al., 1992), polisacaridos mucilaginosos,
compuestos metabdlicos con actividad antibacteriana (Fabregas et al., 1991),
actividad antitumoral (Noda et al.,, 1989a; 1989b; Usi et al., 1980), actividad
cardiétonica (Kosuya et al., 1985) e hipocolesterémica (Anususaya-Devi et al.,
1979; Fabregas et al., 1994) y compuestos que pueden inhibir la coagulacién

sanguinea (Springer et al., 1957; Colliee et al., 1991).
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4. Aplicaciones médicas y biotecnoldgicas de polisacaridos sulfatados.

A pesar de que desde 1955 existen reportes de produccidon de compuestos
antibiéticos en algas marinas (Sierburth, 1961) y de que posteriormente en los
afnos sesenta empiezan a aparecer datos que definen el compuesto activo de efecto
microbicida (Fabregas et al., 1991, Fenical y Jensen, 1993), no es hasta en los
afos setenta que toman importancia los productos naturales marinos debido a la
necesidad de encontrar moléculas nuevas que tengan una aplicacion en el
tratamiento de enfermedades en el humano. De esta manera se encontré que el
fucoidan es un polisacarido sulfatado que se encuentra en la pared celular de
ciertas algas marinas (Springer et al., 1957; Larsen et al.,, 1966; Kloareg y
Quatrano, 1988), en donde esta asociado a varias actividades biolégicas como
reconocimiento y adhesion celular y en la regulacion de la funciéon de dichos
receptores de comunicacion celular (Cassaro y Dietrich, 1977; H66k et al., 1984).
Estudios recientes indican que este tipo de polisacaridos sulfatados son capaces
de inhibir la replicacion in vitro del virus HIV-1 por la supresion de la formacion de
células gigantes o por la inhibicion de la enzima transcriptasa (Baba et al., 1990);
asimismo, se ha descrito que tiene actividad anticoagulante (Abdel-Fattah et al.,
1974; Usui et al., 1980) y una actividad antitrombdtica directa por la trombina Ill o en
una mayor manera por cofactor |l de heparina (Colliee et al., 1991). De la misma
forma se han estudiado compuestos relacionados como el sulfato de dextran que
tienen actividad anti-adhesiva y anti-inflamatoria, esta lltima mediada por la
habilidad que tienen dichos compuestos para interferir con el sistema de
complemento (Raepple et al., 1976; Pangburn et al., 1991). Por otro lado
encuentran que polisacaridos sulfatados, incluyendo el fucoidan y la carragenina,
inhiben la metéstasis (Parish et al., 1987; Commbe et al., 1987; Parish y Snowden
1988). La carragenina interfiere directamente con la actividad proteolitica de la
pepsina, teniendo una aplicacion invifro en el tratamiento de Ulceras pépticas
(Stancioff y Renn, 1975); ademas se ha reportado que la carragenina prolonga la

digestion gastrica de caseina sin interferir con la subsecuente digestion entérica
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(Stanley, 1982). Existen una serie de estudios que indican que los polisacaridos
sulfatados de algas marinas tienen actividad en el sistema inmunolégico sobre
células especificas. Sugawara y colaboradores (1982) han descrito que la
carragenina actlia como mitdgeno en las células T de humano. Brenan y Parish
(1986) mencionan que la carragenina induce el factor del estimulo de colonizacion
de granulocitos macrofagos. Considerando la variedad de usos biomédicos que se
han descrito sobre los polisacaridos sulfatados aislados de algas marinas, podemos
confirmar la importancia de estos compuestos sulfatados asi como de su proyeccion
futura dentro de la terapéutica en el tratamiento de una variedad de enfermedades
en el humano y en veterinaria. Las ventajas que representaria el uso de microalgas
para la obtencion de reactivos biolégicos de alto valor agregado como alternativa al
uso de estos productos provenientes de macroalgas, son atractivas como para

pensar en el desarrollo de una industria biotecnoldgica.

5.- Modelos experimentales sobre la utilizacion de polisacaridos sulfatados

como agentes alternos para prevenir la adherencia microbiana.

Poniendo atencion en lo referente a la produccién de compuestos extracelulares de
microalgas, particularmente de polisacaridos sulfatados con actividad potencial
como agentes anti-cancerigenos (Furusawa y Furusawa, 1985) y teniendo en
consideracién que dichos metabolitos pueden ser producidos a gran escala bajo
condiciones controladas de cultivo (Ramus, 1972), se contempla la posibilidad de
gue puedan ser aplicados como compuestos alternativos en la terapia de
infecciones microbianas que llegan a iniciarse como una simple reaccion

inflamatoria.
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A. Modelo I:Inhibicién de la adherencia de Helicobacter pylori a lineas

celulares animales.

Considerando que las infecciones producidas por H. pylori en el hombre son
reconocidas como una de las principales responsables de gastritis cronicas en el
humano (Marshal, 1983), las cuales se inician mediante una reaccion inflamatoria y
pueden llegar a desencadenar en un cancer gastrico (Wotherspoon et al., 1991,
Nilius et al., 1993; Blondin et al., 1994), estudios recientes en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. han demostrado que H. pyloni expresa
componentes de superficie que tienen afinidad por la clase de sulfato de heparina
gue se encuentra en las células epiteliales de la mucosa gastrica (Ascencio et al.,
1993) y por el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) dependiente de

heparina (Ascencio et al., 1995).

Las uniones de H.pylori al sulfato de heparina de la mucosa géastrica son
eficientemente bloqueadas por sulfato de heparina, oligosacaridos sintéticos de

heparina (Ascencio et al., 1993) y por carbohidratos sulfatados (Hirmo et al., 1995).

|.- Helicobacter pylori: Generalidades y descripcion.

H. pylon es un bacilo espiral o ligeramente curvo, Gram negativo con 2 a 6 flagelos
unipolares muy caracteristicos. La pared celular es lisa y puede estar cubierta con
un prominente glicocalix. Ocasionalmente la bacteria puede tener bacteriéfagos.
Los flagelos tienen un distintivo bulbo terminal. Esta bacteria tiene una remarcable
movilidad en soluciones viscosas donde los flagelos juegan un papel central (Hazell
et al., 1986; Suerbaum et al., 1993). Se ha observado también que puede cambiar

dentro de un rango morfolégicamente normal a una forma cocoidal, especialmente
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in vitro después de cultivos prolongados o de tratamientos por antibioticos. H. pylon
puede ser cultivado tanto en medio solido como liquido, siendo esenciales para su
desarrollo condiciones microaerofilicas con una concentracién 6ptima de oxigeno
entre 2-8%. En cultivo in vitro H. pylon es sensible a casi todos los antibioticos, con
excepcion de: acido nalidixico, trimetropin, sulfonamidas y vancomicina (Goodwin et
al., 1989a; Goodwin y Worsley, 1993). H. pylori es caracterizado por su fuerte
actividad de ureasa, es oxidasa positivo y produce una gran cantidad de catalasa
(Goodwin et al.,, 1989b), superoxido dismutasa (Spiegelhalder et al., 1993);
fosfolipasa, gama glutamiltranspeptidasa y contiene indol o produce sulfito de
hidrogeno (Mégraud et al., 1985).

2.- Incidencia de Helicobacter pylori en ambientes acuicolas.

Recientemente se encontré que el suministro de agua municipal podria ser una
fuente importante de infeccion gastrointestinal (Klein et al., 1991). West y
colaboradores (1992) han reportado que H. pylori puede mantenerse vivo por varios
dias en soluciones con pH entre 4.5 y 9.0 mientras que en rangos que van de pH
4.0 a 2.0 puede sufrir cambios fisiologicos (Klein et al., 1991). Sin embargo,
también se ha reportado que en el medio acuatico natural esta bacteria puede
sobrevivir en rangos de pH que van de 3.0 a 10.0 (Kushner, 1987). También se ha
observado que la concentracion fisiologica de sal como la baja tension de oxigeno
son condiciones optimas para que la bacteria sobreviva en el medio acuatico; estas
condiciones se pueden comparar con las empleadas en el transporte de las
muestras de especimenes de biopsias para su posterior cultivo (Coudron y Kirby,
1989). Asimismo, se ha mencionado que H.pylori sobrevive por periodos
importantes en agua destilada con una concentracion de 0.6 M de cloruro de sodio

gue es la salinidad aproximada del agua de mar (West et al., 1992)
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Un primer paso importante para el establecimiento de la ruta de transmision de H.
pyloni de origen acuatico es el haber demostrado la supervivencia de este patdogeno
en habitats dulceacuicolas (Shahamat et al., 1993). Recientemente se ha descrito
gue el microorganismo sufre cambios morfoldégicos que van de una forma bacilar
curva a una forma de herradura o cocoide (Fuhrman y Azam, 1982; Mai et al., 1989;
Crooker et al., 1990; Mai et al., 1990). Se ha descrito también que dentro de los
parametros ambientales, la temperatura es importante en la viabilidad de H. pylori
en el agua; sin embargo, para el establecimiento de un reservorio natural adecuado
para este microorganismo se requiere en primer lugar reconocer su ecologia. La
posibilidad de que H. pylon pueda permanecer en forma viable pero no cultivable es
aun una incégnita y ciertamente nos podra proveer de una gran significancia en

salud publica el poder resolverla.

3.- Prevencion y control de infecciones producidas por Helicobacter pylori.

La erradicacion de H. pylori puede ser un paso importante hacia la prevencion tanto
de Ulcera péptica como de cancer gastrico en el estbmago y el duodeno (Rune,
1994). Hace algunos afios, el tratamiento para las enfermedades causadas por esta
bacteria representaban un gran problema ya que no se podia tener la seguridad de
cual era la poblacion bacteriana que se encontraba como comensal o cual era un
verdadero patdégeno para la mucosa gastroduodenal. Fue hasta 1989 cuando se
llegé a la conclusién después de una serie de estudios de que H. pylori era un
factor clave en el desarrollo de gastritis activa cronica y la enfermedad de ulcera
duodenal. Teniendo como finalidad la erradicacion del microorganismo, se tomo en
cuenta el uso de posibles farmacos, sus beneficios y las complicaciones que estos
podrian desencadenar considerando el que existiera un balance entre los efectos
secundarios asi como las posibles ventajas que estos presentaran. Asi pues, se

han empleado monoterapias usando sucralfato (Wyaht Co, England), analogos de
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las prostaglandinas, metaclopramida, acetoamifen (Bristol Co, England), propanolol
y una amplia gama de antimicrobianos los cuales han demostrado tener poca
efectividad en términos de la erradicacion del H. pylon (Sjostrém y Larson, 1996;

Sjostrom et al., 1996).

4.- Factores de patogenicidad de Helicobacter pylori.

En un pequefio numero de enfermedades cronicas, el microorganismo puede
permanecer por periodos prolongados, pero el numero es gradualmente reducido,
siendo dificil de encontrarlo y eliminarlo ya que permanece en sitios inaccesibles a

terapias convencionales de antibiéticos.

En relacién a la forma de vida que presenta H. pylori tiene mas bién un
comportamiento como parasito, ya que comparte con estos la alta habilidad de ser

un excelente colonizador.

La erradicacion de H. pylori ha mostrado una gran dificultad por lo que se tiene la
necesidad de entender la manera que tiene de colonizar el tracto gastroduodenal a
fin de conseguir de una forma mas acertada, como abordar esquemas de terapia

y de profilaxis para controlar la infeccion.

Se conoce que el estbmago provee un medio ambiente hostil para los
microorganismos con lo cual previene el paso al intestino de microorganismos
potencialmente patdgenos. El incremento en la susceptibilidad de infecciones con
bacterias cuando las funciones gastricas son incompletas es evidente por lo
inefectivo de los mecanismos de defensa (Belitsos et al., 1992; Wildersmith, 1992).
Para que H. pylon tenga éxito en este ambiente gastrico hostil, donde otros muchos
organismos han fallado, le ha significado tener que experimentar la adquisicion de

adaptaciones notables y hasta ahora, muy poco entendidas. Asi pues, el
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entendimiento de estos rasgos adquiridos es la clave para dilucidar el mecanismo

de colonizaciéon de H. pylor.

a. Adhesinas.

La actividad de ureasa y la movilidad son los Unicos factores de virulencia que se
ha comprobado que operan durante el proceso de colonizacion del huésped; sin
embargo, H.pylori muestra una muy definida especificidad en cuanto a la
colonizacion del estdbmago, lo cual es dificilmente explicado basandonos en estas
propiedades (Krakowka et al., 1987; Radin et al., 1990; Lee et al., 1990). Se ha
encontrado que H.pylori tiende a colonizar de una manera especifica y
predominante a su huésped en la parte antral del estbmago y se ha demostrado
una firme adherencia de la bacteria a la mucosa gastrica, la cual parece estar
adherida a pedestales de manera semejante al mecanismo que se presenta en la
infeccion con Escherichia coli enterotoxigénica (Godwin et al., 1986; Godwin et al.,
1989a). Si nos basamos en lo ocurrido con otros patdégenos gastrointestinales, el
tropismo hacia tejidos es usualmente explicado por la presencia de adhesinas
especificas, las cuales son moléculas que tienen complementaridad con los sitios
receptores en el tejido para la union de las bacterias por medio de interacciones con
ligandos especificos. Se ha tratado de identificar a las adhesinas de H. pylori en
base a su capacidad de aglutinar eritrocitos de diferentes especies de animales,
demostrandose de esta manera que H. pylori reconoce receptores celulares de un
namero considerado de especies animales (Emody et al., 1988; Evans et al., 1988;
Huang et al., 1988; Robinson et al., 1990; Wadstrom, 1990). Dado el numero
potencial de receptores que estan expuestos en la superficie de las células
gastricas implicaria que el nimero de adhesinas que H. pylori adquirid via
adaptacion, fuera también muy amplio. Sin embargo, la mayoria de las

. - 7 - ~f -
interacciones de los receptores de las bacterias estdn mediadas por carbohidratos
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en la célula huésped. Trust y colaboradores (1991) han mostrado que una proteina
de adhesion y de hidrofobicidad, expuesta en la superficie celular, promueven la
unién de H. pylori alaminina (Trust et al., 1991). Estudios de adhesion in vitro de H.
pylori han sido descritos empleando una variedad de lineas celulares como son:
células de intestino INT-407 (Neman-Simha y Mégraud, 1988); células adrenales Yl
(Evans et al., 1989); células derivadas de carcinoma gastrico Kato Ill (Hemalatha et
al.,, 1991; Dunn et al., 1991) y células de carcinoma epitelial HeLa (Fauchere y

Blaser, 1990).

b. Adherencia e Intemaiizacion.

Los mecanismos de H. pylori para inducir la enfermedad gastroduodenal no estan
bien establecidos (Newell, 1991; Marshall, 1991; Sinclair, 1991; Lee y Hazell, 1993;
Dunn, 1991). Factores involucrados en la patogenicidad de enfermedades entéricas
causadas por otras bacterias patdgenas, incluyen la ingestion oral del
microorganismo, colonizacion y adherencia bacteriana a la superficie de la mucosa,
seguida ésta por la produccion de toxinas o la invasion de la mucosa (Finlay y
Falkow, 1989). Durante el curso de una infeccion, H. pylori coloniza la superficie
del epitelio gastrico, especialmente el antrum, debido al medio ambiente acido que
predomina en el limen del estbmago donde H. pylori reside permanentemente
aunque al parecer H. pylori coloniza en microambientes con un pH mas neutro
generado por la capa de bicarbonato del moco que se encuentra inmediatamente
adyacente a la superficie del epitelio gastrico (Marshall et al., 1990). Durante la
adhesion de H.pylori a la superficie gastrica se produce una disrrupcion del
microvello apical de la membrana normal, dando como resultado un contacto intimo

entre la superficie del microorganismo y la membrana plasmatica de las células

epiteliales (Hessey et al., 1990; Dytoc et al., 1993).
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5.- Proteinas de la matriz extracelular en células de la mucosa gastrica

Muchos microorganismos patdégenos poseen la habilidad de adherirse a substratos
o superficies, por lo que se considera que el éxito de la colonizaciébn empieza por la
capacidad que tiene el patdgeno para adherirse a una superficie, propiedad que es
también considerada como un factor de virulencia fundamental (Krogfelt, 1991). La
interaccion inicial en la union entre el hospedero y el patégeno puede determinar el
resultado futuro del proceso de infeccion, Sin adhesion al hospedero, el
microorganismo patégeno puede no ser capaz de persistir en el foco inicial de la
infeccion y establecerse en el huésped, lo cual prevendria la colonizacién y como
consecuencia la enfermedad. Una gran cantidad de estudios han sido enfocados a
los procesos de interaccion entre patdogeno y hospedero con el fin de identificar los
componentes del patdgeno involucrados en la union y adhesion, asi como poder
describir los receptores del hospedero que son reconocidos por el patdégeno
(Klemm, 1985; Doig et al., 1988; Liu, 1991; Collinson et al., 1993)

Los componentes de la matriz extracelular del hospedero son posibles sitios para la
union de la bacteria (H66k et al. 1988; Westerlund, 1989; Korhonen et al., 1992).
La matriz extracelular es un complejo que puede estar formado por una variedad de
carbohidratos, glicoproteinas, proteinas y proteoglicanos, tales como laminina,
fibronectina, colagena, vitronectina, sulfato de heparina entre otros (Kleinman et al.,
1982; Paulsson, 1987; Ruoslahti, 1988; Timpl et al., 1979; Beck et al., 1990; Engel,
1992;); estos compuestos tienen estructuras complejas con cadenas de conjuncion
multiple las cuales se encuentran involucradas en la union intracelular (Figura 1).
Su amplia distribucién en el cuerpo del hospedero hace de estos compuestos
candidatos ideales como receptores para que los microorganismos logren la

colonizacion de una variedad de nichos (Kukkonen et al., 1993).
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O

Figura L. Constituyentes de la matriz extracelular de células epiteliales de la mucosa
a) proteoglicanos (sulfato de heparina); b) microfilamentos; ¢) microttbulos; d y k) colagena; e) proteinas;
Iy g) adhesinas; Il) actina; i) glicoproteinas; j) glicolipidos.

B. Modelo IlI: Inhibicion de la adherencia de cepas de Vibrio y Aeromona a

células de cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus).

Entre las infecciones que se presentan comunmente en el humano por consumo de
organismos marinos contaminados con especies de Vibrio, sobresalen las
infecciones gastrointestinales y septicemias, producidas particularmente por Vibrio
parahaemolyticus, V. cholerae y V. vulnificus. Sin embargo, poco se conoce sobre el
impacto en salud publica que representan otras especies del género Vibrio (Kelly y
Stroh, 1988). Cabe sefalar también, que la relacion que existe entre el consumo de
alimentos contaminados por Aeromonas spp. y las enfermedades gastrointestinales
en humanos, no ha sido aln claramente establecida (Palumbo et al., 1989),
Altwegg y colaboradores (1991) aislaron recientemente la misma cepa de A.
hydrophila de un paciente con infeccion gastrointestinal y del platillo a base de
camarones que habia sido ingerido por dicho individuo. En adicién, se ha

encontrado que cepas aisladas de varios productos alimenticios, de peces asi como
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del medio ambiente, no difieren de las cepas aisladas de humanos con infecciones

gastrointestinales (Santos et al., 1988; Palumbo et al., 1989; Kirov et al., 1990).

l.- Familia Vibrionaceae: Generalidades y descripcion.

La familia Vibrionaceae comprende bacilos no esporulados, rectos o ligeramente
curvos, anaerdbicos, Gram-negativos, miden 0.3-1 .0 X I-3.5 ym. Estos
microorganismos pueden poseer flagelos polares lo que les confiere movilidad.
Estas bacterias son heterotréficas y producen indol fenol-oxidasa y catalasa;
fermentan glucosa y otros carbohidratos con la produccion de acido y/o gas;
reducen nitratos a nitritos y producen una amplia gama de enzimas extracelulares.
El rango de crecimiento de estas bacterias esta entre 4" y 44°C (con una
temperatura Optima entre 22" y 28°C), el rango de pH éptimo para su crecimiento
es entre 4 y 9. Las Aeromonas spp. a diferencia de los Vibrio, son resistentes al
agente vibrioestatico 2,4-diamino-6,7-diisopropil-pteridina (0/129) (Baumann y
Schubert, 1984).

Tanto las especies de Aeromonas, como las de Vibrio son microorganismos
cosmopolitas, encontrdndose a cualquier salinidad del mar, preferentemente en
aguas estuarinas con un alto contenido de materia organica. Solamente algunas
especies de Vibrio han sido reportadas como patdgenos, ya que existen otras
especies que son inocuas 0 actlan Unicamente como comensales (Baumann y

Schubert, 1984; Hjeltnes y Roberts 1994).

Las especies Vibrio alginolyticus, V anguillarum, V. ordalii, V. salmonicida y V.
vulnificus han sido reportadas como especies patégenas para peces marinos.

Encontrandose todas ellas asociados con septicemias bacterianas o lesiones
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focales crénicas en especies de peces marinos. La Vibriosis en peces esta
acompafiada de alguna condicién de estrés o trauma fisico, aunque algunas
especies como son V. anguillarum 0 V. salmonicida resultan ser patégenos

primarios altamente infecciosos (Hjeltnes y Roberts 1994).

De igual manera, la prevalencia y distribucion de Aeromonas méviles en habitats
dulceacuicolas ha sido bien documentada (Hazan et al., 1978; Rippey y Cabelli,
1979; Burke et al., 1984; Schubert, 1991). Estas bacterias pueden ser encontradas
tanto en aguas contaminadas como no contaminadas, aguas negras y aguas
potables (Burke et al., 1984; Monfort y Baleux, 1990; Araujo et al., 1991; Poffe y De
Beeck, 1991; Schubert, 1991). A pesar de que estos patdégenos fueron
considerados originalmente como organismos dulceacuicolas, un amplio nUmero de
reportes han demostrado que Aeromonas se encuentra también ampliamente
distribuida en ambientes marinos (Hazan et al., 1978; Kaper et al., 1981; Williams y
La Rock, 1985; Abeyta et al., 1990). En adicion, la abundancia e incidencia de A.
hydrophila en ecosistemas acuaticos esta representada por una distribucién
estacional; los nimeros se incrementan con la temperatura, con un maximo durante
el verano y una incidencia minima durante el invierno (Burke et al., 1984; Abeyta et
al., 1990; Monfort y Baleux, 1990).

2.- Importancia de Vibrio y Aeromonas en acuicultura y su impacto en salud

publica.

El significado econémico que representan las especies del género Aeromonas y
Vibrio es aito debido a que producen un sindrome de hemorragia severa o sindrome
de enfermedades Ulcerativas (SEU), en una variedad de peces (Boulanger et al.,

1977; Austin y Alle-Austin, 1985; Trust, 1986; McGarey et al., 1991; Shotts et al.,
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1991). Generalmente, pueden ser los patdégenos que con mayor frecuencia se
encuentran asociados con enfermedades de peces (Trust, 1986). Un reporte
reciente demuestra que del 50-80% de la captura diaria de peces en el rio St John
en Florida exhibia lesiones SEU (McGarey et al., 1991). Aunque muchas cepas de
Aeromonas spp. pueden ser patdgenos oportunistas, otras se comportan
claramente como patdgenos primarios (Trust, 1986; Hjeltnes y Roberts 1994).
Infecciones causadas por A. hydrophila pueden ocurrir tanto en mamiferos como en
otros organismos; sin embargo, no siempre ocurren infecciones letales en un
100% de la poblaciéon y los sobrevivientes poseen un alto titulo de anticuerpos
(IgM/1gG) (Austin y Alle-Austin, 1985).

Resulta dificil de explicar la diferencia que existe en la incidencia estacional con la
gue presentan las especies de la familia  Vibrionaceae en poblaciones naturales o
de cultivo de organismos marinos, aunque una respuesta a ello seria lo referente a
las condiciones ambientales y a la calidad del agua (Kelly y Stroh, 1988). De aqui
gue el control de enfermedades producidas en organismos marinos en cultivo esté
directamente relacionado a los factores que facilitaron la invasién microbiana de un
determinado huésped y por consiguiente, dicho control es también dependiente de

la calidad del agua de los sistemas de cultivo.

Dado que en ocasiones resulta dificil determinar qué factores alteraron la calidad
sanitaria del cultivo de organismos marinos, se emplean terapias de antibidticos
como mecanismos de control de infecciones producidas por especies de la familia
Vibrionaceae. Sin embargo, la quimioterapia en acuicultura dependera en gran
medida de la disponibilidad de regulaciones sanitarias sobre el uso de antibioticos
(Hjeltnes y Roberts 1994). La razon de ello estriba en que estos microorganismos

desarrollan muy rapidamente resistencia a antibiéticos, por lo que recientemente se
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explora la posibilidad de establecer esquemas de vacunacion como medida
profilactica y aunque existen en el mercado algunas vacunas comerciales, éstas
estan dirigidas principalmente a problemas infecciosos en peces de agua dulce,

mas no especies marinas.
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[I. JUSTIFICACION.

Uno de los programas institucionales del CiB-Nor, S.C., se refiere a
investigaciones biotecnolégicas basicas para el Uso y Manejo de Recursos
Naturales y a su aprovechamiento integral, asi como a favorecer alternativas
encaminadas al establecimiento de estrategias para el uso y control racional de
los recursos naturales; quedando incluido dentro de este Ultimo aspecto
biotecnolégico el proyecto Aplicacién Biotecnholégica de Microalgas y el
proyecto Estudio de Organismos del Medio Marino para la Prevencién y Control
de Enfermedades. Este ultimo en un proyecto que involucra los estudios
bioquimicos, inmunoldégicos y moleculares encaminados al establecimiento de
estrategias inmunoprofilacticas para la prevencién y control de infecciones
microbianas, asi como al esclarecimiento de la incidencia de H.pylori y de
especies de Vibrioy Aeromonas en organismos asociados al medio marino y su

impacto en la poblacion de la region.

Teniendo en consideracién que estudios recientes han demostrado que ciertas
especies bacterianas expresan componentes de superficie que tienen afinidad
por el sulfato de heparina que se encuentra en las células epiteliales de las
mucosas y que estas uniones son eficientemente bloqueadas por el sulfato de
heparina, oligosacaridos de heparina y por carbohidratos sulfatados se plantea
la hipotesis de que polisacaridos sulfatados, homdélogos a los receptores
expuestos en las células epiteliales de la mucosa y que son reconocidos por
patogenos como i-i. pylori, pueden competir y desplazar al agente patégeno

(Figura 2).
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Figura 2. Modelo hipotético de inhibicién y desplazamiento bacteriano a
células epiteliales de la mucosa

Aunado esto a la incidencia mundial de enfermedades ulcerativas tanto en
humanos como en peces, el desarrollo de compuestos terapéuticos efectivos
para prevenir y controlar enfermedades producidas por patégenos responsables
de tales enfermedades deben de ser consideradas como una prioridad, lo cual
nos daria un avance considerable en el establecimiento de estrategias a seguir
para controlar y prevenir la infeccidon, utilizando para ello compuestos que
tienen potencial para ser explotados biotecnoldégicamente como son los
polisacaridos sulfatados aislados de microalgas. Asi pues se propone que la
utilizacion de polisacaridos sulfatados de microalgas, podrian ser una

estrategia importante en la terapia anti-adhesiva durante el tratamiento de un
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proceso infeccioso y reducir con ello también el uso de antibiéticos y evitar la

subsecuente generacion de cepas resistentes a estos compuestos.

El desarrollo de estrategias anti-adhesivas contra este patdégeno sera facilitado
en la medida en que se genere el conocimiento detallado sobre la interacciéon
biol6gica de estos compuestos al reaccionar con residuos analogos expuestos

en las células del huésped y que desplazarian al patdégeno.
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OBJETIVOS.

Generales

--El establecimiento de estrategias inmunoprofilacticas para la prevencion vy

control de infecciones microbianas.

Especificos.

L.

Producir polisacaridos extracelulares de diferentes especies de microalgas,
cultivadas bajo condiciones estandares de laboratorio.

Aislar polisacaridos sulfatados de microalgas presentes extracelularmente
en los medios de cultivo.

Evaluar la actividad anti-adhesiva que tienen los polisacaridos sulfatados
sobre la adhesién de H.pylori a lineas celulares humanos (HelLa S3 y Kato
).

Evaluar la actividad anti-adhesiva que tienen los polisacaridos sulfatados
sobre la adhesion de Vibrio y Aeromonas a células de cabrilla arenera
(Paralabrax maculatofasciatus).

Comparar el potencial anti-adhesivo de los polisacaridos sulfatados aislados
de microalgas con compuestos tradicionalmente empleados en terapias anti-
adhesivas, tales como anticuerpos policlonales y monoclonales, ligandos y
receptores especificos involucrados en el proceso adhesivo y péptidos
sintéticos.
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MATERIALES Y METODOS.

1.- Preparacion y purificacion de polisacaridosde microalgas.

a.- Cultivos de microalgas.

Las cepas de microalgas consideradas en el presente trabajo (Tabla 1), fueron
cultivadas en medio F/2 (Apéndice 1.a), (Guillard y Ryther, 1962), incubadas a
25°C en matraces Erlenmeyer de 250 ml e iluminadas con lamparas
fluorescentes blancas (Claustre y Ciestan, 1987). Las microalgas se cosecharon
en fase estacionaria por centrifugacion a 6,000 x g/4°C/20 min.

Tapla 1. Cepa de microalgas utilizadas en el presente trabajo.

Nombre cientifico Salinidad y Procedencia
Phaeodactylum tricornutum 3.6 % USCE
Chlorella capsulata 3.6 % UTEX /2074
Chilorella sp. 3 . 6 % CCMP
Dunalliela tertiolecta 3.6% USCE
Nannochloropsis oculata 3.6% | Cuba

‘ Tetraselmis suecica 3.6% ! USCE

| Tetraselmis sp. 3.6% ] CCMP
Isochrysis galbana var. tahitiana 3.6 % | Cuba
Isochrysis sp. 3.6 % | CCMP
Rodhosorus marinus 3.6 % UTEX /LB 1723 :
Chaetoceros sp. 3.6 % CCMP

} Botryococcus braunii 0-0.25 % ! Gotiingen, Alemania !
Botryococcus sudeticus 0% UTEX /2629 !
Chlamydomonas mexicana 0 % UTEX /729
Chlorococcum oleofaciens 0-0.25 %, UTEX /105
Dysmorphococcus globosus 0% UTEX /LB 65
Hormotilopsis gelatinosa 0% UTEX /104

| Neochloris oleoabundans 0-0.75 % | UTEX/ 1185
Ochromonas danica 0-0.25 %; UTEX /L 1298

UTEX: The Culture Collection of Algae at the University of Texas at Austin, USA. Cuba: Cepas

de la Delegacion Provincial de la Ciudad de la Habana del Ministerio de Ciencia y Tecnologia y
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Medio Arnbiente de Cuba. USCE: Coleccion del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Santiago de Compostela, Espafia. CCMP: Provasoli-Guillar

Center for Culture of Marine Phytoplankton. West Bootbay Harbor, Mine USA.

b.- Aisiamiento y purificacién parcial de polisacaridos de
microalgas por el método de precipitacion con cloruro de cetil
pirimidio CPC (Ramus, 1972).

Las microalgas se cosecharon en fase estacionaria por centrifugacion a 6,000 x
g/4°C/20 mim, separando el sobrenadante (inicial) y el paquete celular. El
paquete celular se lavé con agua destiladalagua de mar (segun la
concentracion de cloruro de sodio requerida por la cepa) y se dejo en agitacion
durante 24 horas a 40°C. Posteriormente se centrifugé a 45, 000 x g durante 20
min, separando el sobrenadante que se mezcld con el sobrenadante inicial. La
mezcla total se filtr6 a través de una membrana Millipore de 0.45um. Se afadio
NaCl al sobrenadante total, hasta llevar la solucién a una concentracién final
0.05 M y el detergente cloruro de cetil pirimidio (CPC) hasta llevar la solucién a
una concentracion final de 0.1%. La mezcla se calent6 a 40°C durante una
hora, para  asegurar un mayor rendimiento en el aislamiento de los
polisacaridos sulfatados a partir de las porciones que permanecen
intracelulares; se centrifugd a 6000 x g/20 min y el precipitado obtenido se lavd
con NaCl 0.05 M y CPC 0.1% a una temperatura de 40°C por 30 min. El
precipitado se solubiliz6 con una solucion de CaCl, 2.0 M, con agitacion
constante y llevando a 40°C durante 30min. Se precipit6 nuevamente con 3
volimenes de etanol frio, el precipitado se lavd con etanol, etanol-éter (1: 1 v/v)

y éter, centrifugando en cada etapa de lavado a 6000 x g/15min. Los
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polisacaridos crudos (150 mg) fueron aplicados a una columna de DEAE-

celulosa (9 x 12 cm) equilibrada con un regulador de acetato de sodio 50 mM,

pH 5.0 y lavada con 200 m! del mismo regulador conteniendo 0.2 M de cloruro

de sodio y 10 mM de EDTA. La columna se eluyé con un gradiente lineal

preparado por la mezcla de 150 ml de solucion A (regulador de acetato de sodio

50 mM, pH 5.0, conteniendo cloruro de sodio 0.2 M y EDTA 10 mM) y 150 ml

de solucion B (regulador de acetato de sodio 50 mM, pH 5.0, conteniendo

cloruro de sodio 1.2 M). El rango de flujo de la columna fue de 12 mi/h, a las

fracciones se les determinaron los polisacaridos por la reaccion de carbazol

fenol-a4cido sulfurico (Apéndice 9).

2.- Bacterias, condiciones de cultivo y almacenamiento.

a.- Cepas de H. pylori

Tabla 2. Cepas de Helicobacter pylori utilizadas en el presente estudio.

Cepas Procedencia Avance del padecimiento
25 Centro hospitalario de Helsingérg,Suecia adenocarcinoma

17874 Coleccién de la Universidad de Goétenborg, Suecia adenocarcinoma

1139 Ulcera

253 Ulcera de duodeno

33 Centro hospitalario de la Universidad de Lund, Suecia Ulcera de duodeno

32 Ulcera de duodeno

54 gastritis

6 gastritis

1222s gastritis
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Las cepas de H. pylori fueron almacenadas a -80°C en caldo soya tripticasa
(TSB) conteniendo 15% (vol/vol) de glicerol y se cultivaron en agar sangre
suplementado con eritrocitos de caballo al 5% (GAB-camp-agar), (Apéndice

1 .b. 1 ), durante 48-72 horas a 37°C bajo condiciones microarofilicas (5% 02,
10% CO2 y 85 % de N2). Las cepas de H. pylori para emplearse en los
bioensayos se ajustaron espectrofotométricamente a una densidad Optica (D.

0) de 1 .0 a 540 nm, dando una concentracion final de 109 ufc/ml. De esta
suspension bacteriana se parti6 para preparar el in6culo para los bioensayos.

Se hicieron las diluciones de las bacterias en el medio de cultivo RPMI 1640 a

una concentracion final de 107 ufc/ml.

b.- Cepas de Vibrioy Aeromonas.

Las cepas empleadas en el estudio fueron aisladas de uUlceras de tegumento,
asi como de organos internos (sangre, riidn e intestino) de la cabrilla arenera
(Paralabrax maculatofasciatus), obtenidas del laboratorio de piscicultura del
CRIP, La Paz, BCS. Las cepas se incubaron en agua peptonada por 24 horas a
35°C para su primer aislamiento, posteriormente se hizo una siembra en
medios selectivos (agar MacConkey y agar TCBS) (Apéndices |.b.2; 1.b.3)
incubandose a 35°C. Se llego a la identificacion de las cepas mediante pruebas
bioquimicas (Api 20 E, utilizacion de carbohidratos, descarboxilacion de
aminoacidos) asi como de crecimiento a diferentes salinidades (0, 3, 6, 8 y 10%

de NaCl) y temperaturas (37°C y 41 “C).
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Las cepas aisladas fueron almacenadas a -80°C en Agar Marino 2216
(Apéndice 1 .b.4) conteniendo 15% (vol/vol) de glicerol. Las cepas de Vibrioy
Aeromonas para emplearse en los bioensayos se prepararon de una manera

similar a como se describio con H. pylori.

3.- Lineas celulares de mamifero y cultivos primarios de células de

peces utilizadas en este estudio.

a.- Lineas celulares de mamifero.

Se usaron las lineas Kato Il obtenidas de American Type Culture Collection
(ATCC) derivada de carcinoma gastrico humano y HeLa S3 (ATCC), derivadas
de carcinoma epitelial de cervix humano. Las células fueron crecidas en frascos
de cultivo de 75 cm?2, conteniendo medio RPMI 1640, suplementado con 40
pg/ml de gentamicina, 2 mM de L-glutamina y suero fetal de ternera a una
concentracion de 10 al 20% (RPMI1640-completo). Los frascos de cultivo

fueron incubados a 37°C (95% de humedad relativa y 5% de C02). Las células

se lavaron con un regulador salino de fosfatos pH 7.2 (PBS-A) y después
fueron tratadas con tripsina (0.25% en solucién modificada de Hank’s) por 5 min
a 37°C, para permitir que las células se despeguen de la superficie plastica de
la botella de cultivo; las células tripsinizadas se resuspendieron en medio de
cultivo RPMI1640-completo y fueron transferidas a una nueva botella de cultivo
cada 5 dias, a bien de suministrarles nutrientes y eliminar desechos

metabolicos.

Para los bioensayos, las células tripsinizadas a una concentracion de 4 X 109

células/ml fueron transferidas a placas de cultivo de 24 pozos las cuales
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contenian cubreobjetos y se incubaron por 16 horas para permitir la adherencia

de las células en los cubreobijetos.

b.- Células de peces.

Se usaron células de intestino, branquias, tegumento y linfocitos T de cabrilla
arenera (Paralabrax maculofaciatus) sanas, obtenidas del laboratorio de
piscicultura del CRIP, La Paz, BCS. Las células fueron preparadas como se

indica en el Apéndice 10 ay 10 b.

Las células se mantuvieron en placas de 96 pozos, conteniendo medio RPMI
1640, suplementado con 40 pg/ml de gentamicina; 2 mM de L-glutamina y
suero de caballo a una concentracion de 20% (RPMI1640-completo). Las
placas de cultivo se incubaron a 22°C (95% de humedad relativa y 5% de CO02).
Para los bioensayos, las células se prepararon en medio de cultivo RPMI 1640
suplementado con 20 % de suero de caballo y 40 pyg/ml de gentamicina a una

concentracion de 2.4 X 1 0%

4.- Estandarizacion de métodos para la evaluacion de la

adherencia bacteriana a lineas celulares seleccionadas.

a.- Determinacién de la adherencia bacteriana a lineas celulares por

microscopia.

Las células Kato Il y HeLa S3 fueron adheridas a cubreobjetos e infectadas

con H. pylori adicionando a cada pozo 200 pl de la suspension bacteriana
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preparada como se describié anteriormente. Las placas de cultivo se incubaron
a diferentes tiempos (1, 3 y 6 h.). Después de la infeccidbn de las monocapas
con H. pylori, se lavaron 3 veces con PBS para retirar el exceso de bacterias no
adheridas. Las monocapas se tifieron utilizando la tincion de Gram. Para
cuantificar el numero de células que presentan bacterias adheridas, se
contaron 100 células por monocapa, por triplicado para cada tiempo de
incubacion, los resultados se expresan como Indice de Adhesion, que es el
porcentaje de la media de células infectadas. Los experimentos se corrieron por

triplicado.

b.- Determinacion de adherencia bacteriana a lineas celulares por

microscopia de doble fluorescencia.

Las células Kato 1ll y Hel.a S3 fueron adheridas a cubreobjetos e infectadas con
H. pylori, como se describe anteriormente, incubando a diferentes tiempos (1, 3
y 6 h.). Después de la infeccidén, las monocapas se lavaron 3 veces con PBS
para retirar el exceso de bacterias no adheridas. Las monocapas se incubaron
por 15 rnin a 22°C con PBS conteniendo leche descremada al 5% y Tween-20
al 0.01% (regulador de bloqueo). El regulador de bloqueo se descartdé y se
adicion0 anticuerpo de conejo (anti-H.pylori), (Apéndice 3) en una dilucion de
1: 100 preparada en el mismo regulador de bloqueo. Las monocapas se
incubaron por 30 min a 22°C, posteriormente se lavaron con PBS y se fijaron
en metanol por 5 min a 4°C, para luego dejarlas secar al aire. Se adicion¢ IgG
anti-conejo conjugado con isotiocinato de fluoresceina diluido 1:50 con el
regulador de blogueo y se incubaron por 30 min a 22°C. Las monocapas se
tiferon 5 min con yoduro de propidio a una concentracion de 25 ug/mly se

cuantificaron al microscopio de fluorescencia, con el filtro de 490 de excitacion.

29



Materiales y Métodos

Los resultados son expresados como Indice de Adhesion, que es el porcentaje

de la media de células infectadas. Los experimentos se corrieron por triplicado.

c.- Determinacién de adherencia bacteriana a lineas celulares por

espectrofluorometria.

Para los bioensayos las células HelLa S3 tripsinizadas a una concentracion de 4
X 105 células/ml se transfirieron a placas de cultivo de 96 pozos incubandolas
por 16 horas en las condiciones antes mencionadas y se lavaron las células 3
veces con RPMI sin antibidtico ni suero. Se agregaron a cada pozo 100 ul de
suspension de H.pylori, previamente marcadas con Succinimidil-7-amino-4-metil
cumarina-3-acido acético (AMCA-NHS) a una concentracion de 1 upg/mg de
proteina, y después de 20 min de incubacién a 22°C, se lavaron 3 veces con
PBS para retirar el exceso de marcador fluorescente. Se incubaron las células
con las bacterias por 3 h a 37°C. Se lavaron las monocapas con PBS 3 veces y
se leyeron en un fluorémetro (Pharmacia) para placas de cultivo de tejidos con
un filtro de 365 nm de excitacion. Los resultados se reportan en Unidades

Relativas de Fluorescencia (URF).

125l a

d.- Determinacion de adherencia de bacterias marcadas con
proteinas de la matriz extracelular (ECM) de células HeLaS3 y matrigel

inmovilizado en placas de cultivo de tejidos.

Se adicionaron 20 pg de proteina de la matriz extracelular (ECM) (Apéndice 4)
en placas de cultivo de células de 96 pozos. Después de 16 hrs de incubacion a

4°C, las placas se lavaron con PBS-Tween 20 para remover el exceso de ECM
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gue no se pego a la superficie de los pozos y se adicionaron 200 pl de albumina
al 3% en PBS para bloquear los posibles sitios activos en la superficie plastica
de las placas de cultivo. Después de 1 h de incubacion a 22°C, las placas se
lavaron con PBS-Tween 20 y se adicionaron 100 pl de la suspension de
bacterias, previamente marcadas con '*°I (Apéndice 5). Las placas se incubaron
durante 1 h a 22°C. El exceso de bacterias no adheridas a las superficies de
los pozos fue aspirada, seguido de tres lavados con PBS-Tween 20
(previamente enfriado a 4°C). Finalmente la radioactividad presente en los
pozos se cuantificO en un contador Gama y los resultados se expresan en
funcion de la radioactividad adherida a las placas de cultivo en cuentas por

minuto (cpm).

e.- Determinacién espectrofotométrica de la adhesion de bacterias

marcadas con biotina a células Hel.a S3.

Para los bioensayos, las células HelLa S3 se tripsinizaron 4 X 109 células/ml y
se transfirieron a placas de cultivo de 96 pozos incubandolas por 16 horas en
las condiciones antes mencionadas. Se lavaron las células 3 veces con RPMI
sin antibiético ni suero y se incubaron durante 90 min a 37°C con H. pylori
marcado con biotina-NHS (Apéndice 6). Las preparaciones se lavaron tres
veces con PBS-Tween-20 (0.1 %); se adicionaron 100 pl de estreptavidina-
peroxidasa y se incubaron las preparaciones por 90 min a 37°C. Se lavaron
tres veces las preparaciones con PBS-Tween-20 y se adicionaron 100 pl del
sustrato para peroxidasa orto-fenilenediamino (2 mg/12 ml de citrato de sodio
0.1 M, pH 5.0, conteniendo 15 pl de peroxido de hidrégeno (30%) incubando 20
min a 22°C en la obscuridad. La reaccion se detuvo por adicién de 100 pl de

acido sulfarico 1 M. Las placas se leyeron en un espectrofotometro a 492 nm.
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Los resultados de adhesién se reportan en unidades de densidad 6ptica a 492

nm. Todos los experimentos se hicieron por triplicado.

f) Determinaciéon espectrofotométrica de la adhesion de bacterias

marcadas con biotina a células de peces.

Para los bioensayos la dilucion 2.4 X 10° de células fue preparada en el medio
de cultivo RPMI 1640 suplementado con 20% de suero de caballo y 40 pg/ml de

gentamicina.

Las células aisladas de los diferentes tejidos del pez se mantuvieron en placas
de 96 pozos conteniendo medio RPMI 1640 suplementado con 40 pg/mi de
gentamicina, 2 mM de L-glutamina y suero de caballo a una concentracién de
20% (RPMI1640-completo). Las placas de cultivo se incubaron a 22°C (95% de
humedad y 5% de C02) durante 16 hrs. Las células se lavaron 3 veces con
RPMI sin antibiético ni suero y se incubaron durante 3 hrs a 37°C con Vibrio
vulnificus V. alginolyticus, V. ordali y Aeromonas hydrophila, previamente
marcadas con biotina (Apéndice 6 ). Los resultados de adhesién se reportan en
unidades de densidad Optica a 492 nm. Todos los experimentos se corrieron por

triplicado.

5.- Utilizacion de diferentes compuestos para inhibir y desplazar
la adhesion de Helicobacter pylori a lineas celulares

seleccionadas.

Utilizando el procedimiento para la evaluacion de la adherencia bacteriana por

microscopia de doble fluorescencia, espectrofluorometria y radioactividad, se
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procedid a evaluar la actividad inhibitoria de polisacaridos sulfatados de
microalgas a fin de comparar su potencial inhibitorio con el de compuestos
tradicionalmente empleados en terapias anti-adhesivas durante procesos

infecciosos.

a.-Estudio de inhibicion de adhesién de bacterias por microscopia de

doble fluorescencia.

Placas de cultivo con células Kato Il (preparadas como se describe
anteriormente), se incubaron durante 1 h a 37°C con los siguientes compuestos:
1) Adhesinas de H.pylori con afinidad por sulfato de heparina: HSBP4O0,
HSBP60, HSBP80, HSBP100 (Apéndice 2); 2) Proteinas inducidas por estres
de H. pylori (Hsp60) (Apéndice 2); 3) Proteinas asociadas a la envoltura celular,
fraccion extraida con agua (Apéndice 2); 4) Sueros completos de conejo contra
las fracciones HSBP de H.pylori (Apéndice 3) y 5) Suero completo de ratén
contra Hsp60 de H. pylori (Apéndice 3). Se agregaron a cada pozo 100 ul de
suspension de H. pylori. Después de la infeccion, las monocapas se trataron
como se describo anteriormente para la determinacion de adhesion bacteriana

por el método de doble fluorescencia.

b.- Estudio espectrofluorométrico de inhibicion de la adhesién de H. pylori

a lineas celulares.

Para los bioensayos de inhibiciéon, las células Hel.a S3 se prepararon como
anteriormente se describo y se incubaron durante 1 h a 37°C con los siguientes

compuestos: 1 )Exopolisacaridos sulfatados obtenidos de microalgas; 2)
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Adhesinas de H.pylori con afinidad por sulfato de heparina: HSBP40, HSBP60,
HSBP80, HSBP100,; 3) Proteinas de H. pylori inducidas por estrés (Hsp60); 4)
Proteinas asociadas a la envoltura celular (extraccion con agua); 5) Péptidos
sintéticos analogos a los péptidos de unién a heparina de la Hsp70 (LIGRK y
LIGRR) de células eucariontes (Hansen et al., 1995) y la secuencia de péptidos
de union a heparina de la fibronectina (LIGRKKT); 6) IgG de conejo contra
HSBP (bajo peso molecular); 7) IgG conejo contra HBSP (alto peso molecular);
8) Sueros completos de conejo contra las fracciones HSBP y 9) Suero completo
de ratdon contra Hsp60 de H. pylori. Se agregaron a cada pozo 100 ul de
suspension de H.pylori, previamente marcadas con AMCA-NHS a una
concentracion de 1 pg/mg de proteina. Posteriormente se lavaron 3 veces con
PBS para retirar el exceso de marcador fluorescente. Se incubaron las células
con las bacterias por 3 hrs a 37°C. Se lavaron las monocapas con PBS 3 veces
y se leyeron en el fluorobmetro con un filtro de 365 nm de excitacion. Los

resultados son expresados en Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU).

c) Estudio espectrofotométrico de inhibicion de adhesion de bacterias

marcadas con biotina.

En el estudio de inhibicion de la adhesion de bacterias marcadas con biotina,
se procede de la misma manera a como se describe el procedimiento
espectrofotométrico de adhesion, so6lo que las bacterias marcadas son
previamente incubadas durante 1 h a 22°C con las diferentes preparaciones de
polisacaridos sulfatados y los otros compuestos inhibidores que se desea
estudiar. Los resultados de inhibicion se reportan como porcentaje relativo de
inhibicibn en base al porcentaje de adhesion de bacterias marcadas sin

inhibidor.
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6.- Utilizacion de polisacaridos sulfatados de microalgas para
inhibir la adhesion de cepas de Vibrio alginolyticus, V. ordalii, V.
vulnificus y Aeromonas hydrophila a células de cabrilla arenera
(branquias, intestino, tegumento y sangre).

En el estudio de inhibicion de la adhesion de bacterias marcadas con biotina,
se procede de la misma manera a como se describe el procedimiento
espectrofotométrico de adhesion, s6lo que las bacterias marcadas son
previamente incubadas durante 1 h a 22°C con las diferentes preparaciones de
polisacaridos sulfatados y los otros compuestos inhibidores que se desea
estudiar. Los resultados de inhibicién se reportan como porcentaje relativo de
inhibicion en base al porcentaje de adhesion de bacterias marcadas sin

inhibidor.
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V. RESULTADOS.

1.- Estandarizacién de métodos para la evaluacion de la adherencia

bacteriana a lineas celulares.

Se estandarizaron varios métodos de estudio a fin de poder contar con
alternativas que sirvieran para dilucidar de una manera rapida y cualitativa si
una muestra bacteriana tiene la habilidad de adherirse a una linea celular. Sin
embargo, como se trataba de procesar un nimero grande de muestras a la vez,
como era en el caso de los estudios de inhibicion de adherencia bacteriana, fue
preciso contar con métodos apropiados que nos permitieran, ademas de

manejar un nimero grande de muestras, tener precision, sensibilidad y rapidez.

En la Tabla 3 se presenta un resumen de los diferentes métodos de estudio
para la determinacién del grado de adhesion bacteriana a células animales. En
base a los resultados obtenidos, al tiempo que se requiere para procesar una
muestra y conocer el resultado, se pudo constatar que el método de
microscopia simple fue el adecuado para determinar de una forma

semicuantitativa si una muestra de H. pylori se adhiere 0 no a una linea celular.

Sin embargo, cuando se trata de procesar simultaneamente un gran numero de

muestras, el método espectrofotométrico fue el mas adecuado, sobre todo si no
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se cuenta con las facilidades técnicas que implican el uso de un fluorémetro o

un contador gama.

Tabla 3. Estandarizaciéon de métodos para la evaluacion de adherencia de
Helicobacter pylori a células animales.

Método Unidad de | Adhesién | *Eficiencia Ventajas y desventajas
adhesion del método
Microscopia Indice de 52 3 No se requiere de materiales y reactivos
Simple Adhesién COSt0sos.
No se requiere de equipo sofisticado.
Resulta un método cualitativo simple.
Metodo laborioso en cuanto a la lectura de
las muestras.
Método subjetivo.
Microscopia Indice de 46 2 Se pueden analizar adhesion e invasion
de Doble Adhesion simultdneamente.
fluorescencia Método laborioso en cuanto a la lectura de
las muestras.
Se requiere de un microscopio de
ep|fluorescenC|a con filtros especificos.
Fluorometria | Unidades 1,270 1,152 -~ Se pueden procesar cientos de muestras
Relativas de simultdneamente.
Fluorescenci -~ Método altamente sensible y preciso.
a (RFU) . Se pueden analizar adhesi6n e invasion
simultdneamente.
Se requiere de equipo sofisticado.
Contador Cuentas Por 46,585 600 Se pueden procesar cientos de muestras
Gama Minuto simultdneamente.
(CPM) Método altamente sensible y preciso.
Se requiere de equipo sofisticado.
Restricciones para el uso de radiois6topos
- Uso restringido a personal calificado.
Espectrofoto | Densidad 1,200 1,152 Se pueden procesar cientos de muestras
metro Optica a 492 simultaneamente.
nm Método altamente sensible y preciso.

Se requiere de equipo sofisticado.

*Manejo de muestras para obtener un resultado por ensayo/hora.
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2. Cinética de adhesion de Helicobacter pylori a lineas celulares.

Con el propésito de conocer los tiempos Optimos de la adhesion bacteriana y
evitar tiempos excesivos de incubacion bacteria-célula animal, se evalué la
adherencia de H. pylori a monocapas de células Kato 1l a diferentes tiempos de

incubacion.

Estudios de microscopia simple y de doble fluorescencia nos revelan la
existencia de una relacion entre el tiempo de incubacién y el indice de adhesion
de H. pylori, cepa 25, a la monocapa de células Kato Ill, encontrdndose que a

las 6 horas hay un maximo de adherencia (Figura 3).

80 - —&— Doble Fluorescencia
—&— Microscopia Simpie

Indice de Adhesion

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (horas)

Figura 3. Cinética de adhesion de H. pylor, cepa 25, a células Kato Ill.
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No obstante lo anterior, al incubar las preparaciones por periodos prolongados
se pudo constatar de que ello tiene repercusion en la multiplicacion del inéculo
bacteriano adicionado con el consecuente abatimiento de los nutrientes y una
alteracion del pH del medio; por consiguiente esto ocasiona una disminucion

considerable en la viabilidad de las células animales.

En vista de los resultados obtenidos, para los estudios subsecuentes se tomo
un tiempo de incubacién de 3 horas, lo que por un lado nos aseguré una
viabilidad celular, evitar la multiplicacion bacteriana y reducir los periodos de

incubacioén y los tiempos de los experimentos.

0 4 B HelaS3 |
1301 B Kato It |

Figura 4. Adhesion de
cepas de H.pylori a
lineas celulares.

Porcentaje

33 & 1139 253 32 12225 25 54

Cepas Helicobacter pylori

A fin de conocer la
incidencia de fenotipo
correspondiente a la expresion de una adhesina que le confiere a la bacteria
adhesion a la linea celular, se estudié un lote de 8 cepas de H. pylori aisladas

de pacientes con diferente grado de avance de la infeccidén. La Figura 4 ilustra
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gue la adhesion de H.pylori a células HeLa S3 y Kato Ill es una propiedad
comun para todas las cepas. Teniendo esto en consideracién y en virtud de la
informacion disponible sobre estudios relacionados con H. pylori se seleccioné

la cepa No. 25 para estudios subsecuentes en el presente trabajo.

3. Inhibicién de la adhesion de Helicobacter pylori a lineas

celulares seleccionadas.

3.1. Utilizacibn de polisacaridos de microalgas para inhibir la adhesion de

Helicobacter pylori a lineas celulares.

Dado el antecedente de que H.pylori tiene afinidad por los proteoglicanos
sulfatados heparina y sulfato de heparina y en virtud de que su utilizacion como
alternativas terapéuticas anti-adhesivas para prevenir la adhesion y el
establecimiento de H.pylori en los tejidos de la mucosa de su huésped,
resultaria costoso, ademas de que ello podria ocasionar efectos secundarios
en el huésped, se determiné la posibilidad de utilizar polisacaridos sulfatados de
microalgas como alternativa para la inhibicion de la adhesién bacteriana. En la
Figura 5 se ilustran los resultados referentes a la utilizacién de los polisacaridos

sulfatados aislados de un grupo de 19 diferentes especies de microalgas.

El efecto que dichos polisacaridos ejercen sobre la adhesion de H. pylori, cepa
25, a células HelLa S3 es muy variado (Figura 5A); los polisacéaridos de la

microalgas Tetraselmis sp, N. olecabundans y P.tricornutum son los que
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producen un mayor grado de inhibicién de la adhesion. Mientras que los
polisacaridos de las microalgas 6. brauni, T. suecica, C. capsulata, Chaetoceros
sp, 1. galbana, /sochrysis sp., 0. danica, C. oleofaciens y H. gelatinosa, ejercen
un efecto inverso, esto es, el grado de adhesion se ve incrementado con

respecto al control.

Si consideramos que la concentracion de polisacaridos sulfatados utilizada para
el ensayo de inhibicién (4 pg en 100 pL/pozo) con la concentracion de heparina
en el rnismo ensayo de inhibicion (100 ug en 100 pl/pozo) podemos ver que
los resultados obtenidos de inhibicibn son mucho mayores con los polisacéaridos

sulfatados que con la heparina.

A manera de comparar el efecto inhibitorio de la adhesion de H. pylori a células
Hela S3 se corrieron experimentos mediante el método espectrofotométrico
(Figura 5A) y el método espectrofluorométrico (Figura 5B). Como se ilustra en
la Figura 5 ambos métodos nos permiten apreciar el efecto inhibidor de los
polisacaridos sulfatados, sin embargo el método espectrofluorométrico ofrece

una mayor resolucién (Figura 5B).
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Figura 5. Efecto de exopolisacaridos sulfatados de microalgas en adherencia de H. pylori, cepa

25, a células Hela S3. (A) Determinacion espectrofotométrica de la adhesién con bacterias

marcadas con biotina; (B) Determinacion espectrofluorométrica con bacterias marcadas con

AMCA-NHS; control, adherencia bacteriana sin inhibidor.
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3.2. Inhibicion de la adhesién de células Hela S3 y Kato Il con

Anticuerpos, Antigenos de H. pylori y Péptidos sintéticos.

Compararando el potencial anti-adhesivo de los polisacaridos sulfatados aisla-
dos de microalgas con los compuestos tradicionalmente empleados en terapias
anti-adhesivas (anticuerpos policlonales y monoclonales,ligandos y receptores
especificos involucrados en el proceso adhesivo y péptidos sintéticos); se con-
tinué el estudio utilizando el procedimiento espectrofluorométrico para determi-
nar la inhibicion de la adhesion de H. pylori a células animales utilizando
antigenos de H. pylori que le confieren la habilidad para adherirse al sulfato de
heparina (Figura 6A), y anticuerpos policlonales generados en conejo contra

estos mismos antigenos ce H. pylori (Figura 6B).

1800 < Antigenos H. pylori A Anticuerpos anti-H.pylori B

Adherencia (RFU)

Hsp60
Ext HO
control

8
o
o
7]
I

control

HSBP 40

HSBP 60

HSBP* 60
HSBP* 80

1gG Vs HSBP 60
19G Vs HSBP 40
Anti-HSBP 40
Anti-HSBP 60
Anti-HSBP 80
Anti-Hsp60
HSBP 60

Figura 6. Inhibicion de la adherencia de H. pylon, cepa 25, a células HeLa S3 con
Antigenos de H. pylori (A) y con Anticuerpos policlonales en conejo y raton anti-H.
pylori (B); control, adherencia bacteriana sin inhibidor.
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Los resultados obtenidos nos indican que la adhesion de H.pylori a células
Hela S3 es inhibida tanto por los antigenos de H.pylori involucrados en el
proceso de adhesion de la bacteria al proteoglicano sulfatado de heparina, asi
como por los anticuerpos policlonales generados en conejo y ratén contra
dichos antigenos del patdgeno (Figura 6A y B). Sin embargo, podemos apreciar
qgue el grado de inhibicién de la adhesién bacteriana a células HelLa S3 es
mayor al utilizar anticuerpos (Figura 6B) y dicho efecto inhibitorio es mayor al

utilizar la fraccién IgG en comparacién con los antisueros totales (Figura 6B).

Por otro lado, si se compara el porcentaje de inhibicion de la adherencia de
Helicobacter pylori a células HeLa S3 utilizando exopolisacaridos sulfatados
(Figura 5B) y anticuerpos policlonales anti-HSBP (Figura 6B) se podran
equiparar la efectividad anti-adhesiva de los polisacaridos sulfatados de

microalgas.

De la misma manera, se utilizaron péptidos sintéticos homoélogos a las
secuencia de adhesion a heparina y fibronectina en la proteina de estrés Hsp70
de céluias eucariotes, asi como anticuerpos monoclonales generados contra la
Hsp70 (Figura 7). Los resultados obtenidos nos muestran que ni los péptidos
sintéticos, ni los anticuerpos monoclonales, inhiben significativamente la

adhesion de H.pylori a lineas celulares (Figura 7A y 7B).
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B Xato NI
0 - Hela S3

Adhesién (RFU)
Indice de Adhesién

o 1.100 150 110
x
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Péptidos sintéticos

LIGRR

control

Figura 7. Inhibicion de la adherencia de H. pylor, cepa 25, a lineas celulares de
humano, utilizando péptidos sintéticos homélogos a las secuencias de union a
heparina en proteinas de estrés y péptidos sintéticos homoélogos a las secuencias de
union a heparina en fibronectina (A) y anticuerpos monoclionales contra la proteina de
estrés Hsp70 de células eucariotes (B); control (clt) adherencia bacteriana sin inhibidor.

4.- Utilizacién de polisacéaridos sulfatados de microalgas para
inhibir la adhesién de cepas de V. vulnificus, V. alginololyticus, V.
ordalii y Aeromonas hydrophila a células de branquias, intestino,
sangre y tegumento de la cabrilla arenera (P. maculatofasciatus).

Dada la necesidad que existe en la industria acuicola por contar con

alternativas profilacticas y terapéuticas para contrarrestar infecciones
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microbianas en el cultivo de organismos marinos y de abatir el uso casi
indiscriminado de antibiéticos con la subsecuente generacion de cepas
bacterianas resistentes a antibidticos primarios, se plante6 la posibilidad de
gue polisacaridos sulfatados de microalgas puedan ser empleados para tales
propésitos. De esta manera se montd un modelo experimental para evaluar el
posible efecto inhibidor de polisacaridos sulfatados en la adhesidon de bacterias
patégenas (Vibrio vulnificus, V. alginololyticus, V. ordali y Aeromonas
hydrophila) para la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus), en un
modelo experimental donde se emplearon células aisladas del intestino,
tegumento, branquias y sangre de la cabrilla arenera. En la Figura 8 se puede
apreciar de gque este proceso de adhesién es posible inhibirlo con heparina de

una manera similar al modelo de adhesion de H. pylori a lineas celulares.

Al evaluar el posible efecto inhibidor de polisacaridos sulfatados en la adhesion
de cepas de Vibrio y Aeromonas a las diferentes preparaciones celulares,
encontramos resultados homologos a lo que ocurre en el modelo experimental
con H. pylori y su adhesion a lineas celulares de mamifero; esto es, que
algunos polisacéridos sulfatados inhiben la adhesion bacteriana mientras que

otros promueven un efecto inverso.

Un resumen comparativo de los efectos observados en la adhesién de cepas de
Vibrio y Aeromonas a células de intestino, sangre, tegumento y branquias de
cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) se encuentra enlistado en la

Tabla 4.

40



Resultados

Através de un andlisis de varianza se determiné el grado de adhesién y de
inhibicion de la adherencia de A. hydrophilay las diferentes especies de Vibrio
difiere significativamente (P<0.05) entre las diferentes especies de patdgenos
estudiados, asi mismo, existe una diferencia significativa (P<0.05) entre los

tipos de células ensayadas.
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Figura 8.Efecto de axopolisacaridos sulfatados de microalgas en la adherencia cepas
de Vibrio y Aeromonas a células de cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus),
control, adherencia bacteriana sin inhibidor.
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Tabla 4. Resumen comparativo del efecto de polisacaridos sulfatados de microalgas en la
adhesién de cepas de Vibrioy Aeromonas a células de cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus). Infecta, capacidad del patégeno para adherirse a células de cabrilla
arenerea. Elimina, capacidad del glicoconjugado para inhibir totalmente la adherencia del
patdgeno a células de cabrilla arenera. Inhibe, actividad del glicoconjugado para disminuir el

grado de adherencia del patégenos a células de cabrilla arenera.

Bacteria Intestino Sangre Tegumento Branquias
Infecta Infecta. Infecta Infecta
Vibrio vuliniticus solamente en Eliminan Elimina Elimina
presencia de Heparina Dext. Sulfato Heparina
D tertiolecta Dextran sulfato Inhibicion Dext Sulfato
Isochrysis sp. mayor con Isochryisis sp.
Inhiben Heparina Promueven la
Ph tricornutum y Promueven la adhesion
D ertiolecta adhesion Ph. tricornutum

Ph. tricornutum
D. tertiolecta

D. terfiolecta

V. alginolyticus

Infecta

solamente en
presencia de
D. tertiolecta

Infecta

Eliminan
Heparina

Dext Sulfato
Isochrysis sp
Promueven
adhesion

Ph Tricornutum
D. tertiolecta

Infecta
Elimina

Dext Sulfato
Isochrysis sp.
Inhibicién
mayor con
Heparina
Ph. tricornutum

Infecta
Eliminan
Heparina Dext.
Sulfato
Isochrysis sp
Promueven la
adhesion

Ph. tricornutum
D. terfiolecta

V. ordalji

A. hydrophila

Infecta

Inhibicién con:

Dextran
sulfato,
Isochysis sp.

Infecta solamente
en presencia de
Heparina,

Ph tricornutum vy
D. tertiolecta

Infecta
Elimina

Dext Sulfato
Inhibicién
mayor con
Isochrysis sp.

Infecta
Elimina
Isochrysis sp.
Inhiben

Dext Sulfato
Heparina

Ph tricornutum
Promueve la
adhesién

D. tertiolecta

Infecta.
Inhibicién
rnayor con

D tertiolecta,
Isochrysis sp.

Infecta
Inhibicién mayor
con D tertiolecta

Infecta
Inhibicion
mayor con
Isochrysis SP

Infecta
Inhibicién mayor
Dext Sulfato
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VI.- DISCUSION.

La obtencion de polisacéaridos sulfatados de algas ha facilitado el desarrollo de
herramientas en la biotecnologia moderna para la obtencién de nuevos
productos terapéuticos. Con el presente trabajo se contribuye al conocimiento
basico respecto al efecto inhibitorio que ejercen los exopolisacaridos sulfatados
de microalgas en la adhesiébn de bacterias patdogenas a lineas celulares de
humano y peces y pone de manifiesto el posible impacto biotecnologico que
representaria el desarrollo de esquemas de produccidon de exopolisacaridos
sulfatados de microalgas en la industria farmaceutica lo cual repercutiria en

salud publica y en el desarrollo de la acuacultura en nuestro pais.

Actualmente existen en el mercado polisacaridos sulfatados y una variedad de
substancias biolégicamente activas que han sido aislados de macroalgas
marinas, relativamente poco estudiadas encontrandose que tienen un gran
potencial en biomedicina (Parish et al., 1987; Noda et al., 1989 a y b; Colliee et
al., 1991). Sin embargo, se reconoce toda una problematica que acompafa a la
produccion comercial de reactivos biologicos obtenidos de macroalgas, en el
caso particular de la produccion de polisacaridos sufatados nos enfrentamos en
primer término a los procesos de extraccion y purificacion del polisacarido,
puesto que en este tipo de organismos los polisacaridos sulfatados constituyen
un componente intracelular (Kanoh et al., 1992; Itoh et al., 1993), lo que implica
gue el proceso de extraccion (cosecha, lavados extensivos, secado, molienda y
extraccion del polisacéarido), (Kanoh et al., 1992; Grauffel et al., 1993) eleva los
costos de produccion. Por otro lado tenemos que la produccion de polisacaridos

sulfatados, como cualquier otro metabolito secundario, es dependiente de las
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condiciones de cultivo (Itoh et al., 1993; Herrero et al., 1994), por lo que el
hecho de obtener macroalgas marinas de los bancos naturales donde se
reproducen, implica que el contenido intracelular, la calidad y la cantidad de los
polisacaridos puede variar dependiendo de las condiciones ambientales
prevalecientes en las épocas de cosecha, ademas es necesario contar con una
flota apropiada existiendo el riesgo de llegar a sobreexplotar el recurso con el

consecuente impacto ecoldgico.

Considerando lo anterior, una alternativa a la utilizacion de macroalgas para la
produccién de polisacaridos sulfatados y el manejo racional de recursos
naturales es el uso de microalgas. Esto permitiria realizar cultivos de
produccidon bajo condiciones controladas que permitiria la modulaciéon y
optimizacion de la produccién de los metabdlitos, especificamente la produccion
de polisacaridos. Una ventaja adicional que brindaria este esquema es el hecho
de que los polisacaridos son productos extracelulares de las microalgas
(Ramus, 1972), propiedad que les confiere un atractivo e importancia
biotecnoldgica pues los costos de produccion pueden ser mucho menores a los
esquemas de produccién donde las macroalgas son la materia prima; de aqui el
interés de querer profundizar con el presente estudio en esta linea de
investigacién con el fin de llegar a una aplicacion biotecnologica de los
exopolisacaridos sulfatados de microalgas, para lo que tendriamos que
considerar como primera instancia, la realizacibn de estudios sobre la
optimizacion de las condiciones de cultivo de las microalgas asi como definir las
condiciones 6ptimas para la obtencién de una mayor secrecion del polisacarido
sulfatado, para llegar a establecer un equilibrio entre el crecimiento,
multiplicacién celular y secrecion del polisacérido sulfatado. En este sentido, se
tendrian que ponderar los costos de produccion de polisacaridos sulfatados de

rnicroalgas en relacién a los costos cuando los polisacaridos son extraidos de
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macroalgas. De cualquier forma, resulta atractiva la posibilidad de considerar el
uso de microalgas como una alternativa para el uso y manejo racional de

recursos naturales de macroalgas.

Algunas de las consideraciones teoricas que nos llevaron a formular la hipotesis
de que los polisacaridos sulfatados de microalgas podrian tener un efecto
inhibidor en la adhesion de bacterias patdogenas a células animales, fueron el
hecho de que en estas células encontramos que existe una amplia variedad de
glicoproteinas, glicolipidos y proteoglicanos sobre superficie celular. Estos
glicoconjugados estdn mediando muchos de los procesos fundamentales de
reconocimiento celular, incluyendo la adhesion célula-célula, célula-ECM,
movilidad, crecimiento y sefales de reconocimiento celular (Esko, 1991; Varki,
1993). Sin embargo, muchos microorganismos patdogenos han aprendido a
explotar dichos glicoconjugados de la superficie celular como receptores para
adherirse (Tabla 4), procesos que les facilita la colonizacion e invasion de un
tejido (Rostand y Esko, 1997). La interaccion de proteinas especificas en la
superficie de microorganismos (adhesinas) con las cadenas glicosidicas en los
glicoconjugados (receptores) le permiten al patégeno dar el primer paso para el

establecimiento de una infeccion (Rostand y Esko, 1997).
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Tabla 5. Microorganismos con afinidad por receptores proteoglicanos en células eucariotes. (Rostand y

Esko. 1997)

{ Microorganismo

| Tejido afectado |

Tipo de ensayo invitro

Bacterias Gram-negativas

Bordetella pertussis

Epitelio ciliado en tracto
respiratorio

Adhesion de HS expuesto en
células HeLa, células CHO

Chlamydia trachomatis

Tejido linfoide, ojos y tracto
genital

Adhesion de HS expuesto en
células Hela, células CHO,
fibroblastos de ratén L929
Adhesion a HS marcado con |

Helicobacter pylori

Mucosa géstrica

Adhesion a HS marcado con |

125
1257

Haemophilus influenzae

Epitelio respiratorio

Adhesion de HS expuesto en
células Hep-2. fibroblastos de
raton, fibroblastos humanos y
células CHO

Neisseria gonorrhoeae

Tracto genital

Adhesion de HS expuesto en
células Chang, células CHO

Bacterias Gram-positivas

Staphylococcus aureaus

| Tejido conectivo y células |e
endoteliales

Adhesién a HS marcado con |'®

Streptococcus pyogenes

Tejido cardi4co y renal

Adhesion a HS marcado con I'=
Adhesion de heparina-agarosa
expuesto en

cortes de tejido cardiaco y renal

Streptococcus mutans

Tejido cardiaco y renal .

Adhesion a neparina-agarosa
expuesto en cortes de tejido
cardiaco y renal

Streptococcus goraonii

Tejido cardiaco

Adhesion de HS expuesto en
células endoteliales de la vena
umbilical de humanos

Parasitos

Plasmodium faciparum {CSs)

Hepatocitos y placenta

Adhesion de HS expuesto en
células HepG-2, hepatocitos de
raton, placenta humana,
capilares de cerebro y plastico
recubierto

Lelshmania amazonensis Macrofagos. fibroblastos y [e  Adhesion de HS expuesto en ‘

{amastigotes) epitelio células CHO. macrofagos
peritoneales de ratén y
fibroblastos de raton

Lzishmania donovani Macrofagos, fibroblastos vy Adhesion de HS expuesto

(promastigotes) epitelio macrofagos de ratén

Trypanosoma cruzi

Corazén, sistema nervioso Y .
matriz extracelular

Adhesion de HS expuesto
células Vero y células CHO

Virus

HIV-1

Linfocitos T

Adhesion ae HS a lineas de
células T. MT-4

CMV

Neutrofilos y monaocitos

Adhesion de HS expuesto
Fibroblastos numanos,
fibroblastos de pulmén humano

n

3




Discusién

En virtud de la participacion de los carbohidratos en los procesos de
reconocimiento celular de la interaccion entre patégeno-huésped (Bergey y
Stinson, 1988; Bellamy et al., 1993), resulta atractiva la posibilidad de utilizar
drogas a base de carbohidratos para inhibir los procesos infecciosos (Rostandy

Esko, 1997).

En el modelo experimental de adhesion de H.pylori a lineas celulares de
humanos, asi como en el modelo experimental de adhesién de cepas de Vibrioy
Aeromonas a células de cabrilla arenera (P. maculatofasciatus), se puso de
manifiesto que polisacaridos sulfatados bloquean efectivamente dicho proceso
de adhesién bacteriana (Figuras 5 y 8). Dichos resultados de inhibicion se
tornan aun mas interesantes cuando son comparados con aquellos resultados
de inhibicién de la adhesién bacteriana generados por la aplicacion del tipo de
compuestos tradicionalmente empleados para tales fines (ligandos-receptores,
anticuerpos, péptidos sintéticos, Figuras 6 y 7), pues su produccion implica el
conocer primeramente cuales son los antigenos expuestos en la superficie
celular del patégeno involucrados en el proceso de adhesién bacteriana,

aislarlos, purificarlos, secuenciarlos y producir anticuerpos contra ellos.

En el modelo experimental de adhesion de H.pylori a lineas celulares de
humanos (HelLa S3 y Kato Ill), conociamos de antemano que la bacteria
expresa en su superfice celular adhesinas que reconocen especificamente el
proteoglicano sulfato de heparina, mismo que se encuentra expuesto en la
superficie celular de la membrana epitelial de la mucosa gastrica; asi mismo, se
conocia que la adhesién de dicha bacteria al sulfato de heparina puede ser
bloqueado por oligosacaridos de sulfato de heparina (Ascencio et al., 1993), de

aqui que era atractiva la posibilidad de aplicar polisacaridos sulfatados de
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microalgas para inhibir la adhesion de H. pylori a lineas celulares de humano.
Sin embargo, en el modelo experimental de adhesion de cepas de Vibrio
alginolyticus, V. ordanii, V. vulnificus y Aeromonas hydrophila a células de
cabrilla arenera no se contaba con informacion alguna al respecto, excepto que
dichos vibriones fueron aislados de las ulceras epiteliales en el tegumento de
cabrillas enfermas, sujetas a condiciones de cultivo. Con estos dos ejemplos se
pone de manifiesto que los exopolisacaridos sulfatados de microalgas pueden
llegar a ser una herramienta terapéutica para controlar infecciones microbianas,
aun en aquellos casos donde no se tenga conocimiento sobre cuales son los

componentes celulares involucrados en el proceso de adhesion microbiana.

Es indudable que generalmente tendemos a relacionar el termino “control de
infecciones microbianas” con vacunas, esto es, la aplicacion de antigenos que
desencadenen en el huésped una respuesta inmunoldgica con la subsecuente
produccién de anticuerpos especificos contra el patégeno o bien, le sean
suministrados *“anticuerpos prefabricados” a fin de controlar y neutralizar un
proceso infeccioso. Sin embargo, es importante sefialar que en muchos
microorganismos, los componentes celulares de adhesién o adhesinas se
encuentran en espacios muy estrechos, retraidos, lo que los hace inaccesibles
disminuyendo la posibilidad de que puedan ser alcanzados por anticuerpos; lo
gue explica por que ciertos virus, bacterias y parasitos escapan al sistema
inmune del huésped, por lo que en estos casos la aplicacion de vacunas contra
dichos patdégenos resultan ineficientes; en cambio, la aplicacion de
carbohidratos solubles que impidan la adhesion del agente patdogeno puede ser

una alternativa terapéutica mas apropiada (Karlsson 1991).
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Por los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, asi como
por estudios en proceso en nuestro laboratorio, relacionados a la aplicacion de
vacunas en ratones para la prevencion y control de infecciones producidas por
H.pylori en ratones experimentalmente infectados con H. pylori (Ruiz-Bustos et
al., en proceso) y de infecciones producidas experimentalmente por vibriones en
cabrilla arenera (Merino-Contreras et al., en proceso) se podria decir que el uso
de exopolisacaridos sulfatados representan una alternativa terapéutica en el
control de procesos infecciosos activos, en tanto que la aplicacion de vacunas
seria la alternativa profilactica apropiada para la prevencion de procesos

infecciosos.

Los resultados referentes al efecto de los exopolisacaridos sulfatados de
microalgas en los dos modelos experimentales, nos indican que los
exopolisacaridos sulfatados de algunas especies de microalgas marinas
bloquean el proceso de adhesion de H.pylori a células HelLa S3 (Tefraselmis
sp.. Phaeodactyum tricornutum, y Neochloris oleabundans, Figura 5), y la
adhesion de cepas de V. alginolyticus, V. ordalii, V. vulnificus, y A. hydrophila a
células de intestino, sangre, tegumento y branquias de cabrilla arenera (P.
tricornutum, Figuras 8). Una explicacion al efecto inhibitorio podria ser que
existe cierta especificidad en cuanto a la naturaleza del residuo carbohidrato del
exopolisacarido sulfatado, asi como la carga neta y la conformacion
estereoquimica de las moléculas para incrementar la interaccion entre ligando-
receptor de una manera homologa a como se ha reportado que ocurre en el
proceso de adhesion-invasion de células endoteliales por merozoitos de

Plasmodium falciparum (Xiao et al. 1996).
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Cabria sefialar que en los experimentos de adhesién de vibrios y Aeromonas se
seleccionaron los exopolisacaridos sulfatados de Phaeodactylum tricornutum,
Dunaliella tertiolecta e Isochrysis sp. en virtud de que dichos exopolisacéaridos
ejercieron un efecto altamente inhibitorio (Ph. tricornutum), medianamente
inhibitorio (D. tertiolecta) y un efecto inverso, o sea la adhesion se vio
incrementada (Isochrysis sp) en el modelo | de adhesién de H. pylori a células

Hela S3

Por otro lado, el hecho de que la adhesién de H.pyloril a células HelLa S3 se
halla incrementado en presencia de los exopolisacaridos sulfatados aislados de
Chlorococcum oleofaciens, Isochrysis sp. y Tetraselmis suecica, se debe a un
efecto antagénico de cargas asi como a la estereoquimica en la interaccién
ligando-receptor. Un efecto similar es lo que ocurre con la adhesion de cepas
de Vibrio alginolyticus, V. ordanii, y V.vulnificus a células de intestino y branquias
de cabrilla arenera en presencia de exopolisacaridos sulfatados aislados de D.

tertiolecta (Figura 8).

Cabe resaltar que debido a que los exopolisacéaridos sulfatados aislados de
diferentes especies de microalgas pueden ejercer efectos diferentes en la
adhesion de bacterias patdégenas a ceélulas de animales, resultaria
imprescindible que al pensar en la aplicacion de estos compuesto como agentes
terapéuticos en el control de infecciones microbianas se contemple, en primera
instancia la identificacion del(los) agente(s) bacterianos involucrados en la
infeccion, lo cual nos permita seleccionar el exopolisacarido sulfatado que nos
asegure un efecto anti-adhesivo. Dado que en el control de infecciones
bacterianas tanto en humanos como en veterinaria y acuicultura, comunmente

se han venido empleando una serie de tratamientos mixtos a base de
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antibiéticos y compuestos antiparasitarios de amplio espectro para tratar de
erradicar a los agentes patégenos que se encuentran adheridos a las mucosas,
terapias que en la mayoria de los casos resultan altamente agresivas al
huésped; ademas de que se llega a propiciar la generacion de cepas resistentes
y la subsecuente necesidad del uso posterior de esquemas de tratamientos a
base de antibidticos de segunda generacion (Sjostrom et al., 1996; Sjostrom y
Larsson, 1996), los cuales pueden implicar riesgos para el paciente debido a la

posibilidad de reacciones secundarias.

Asi pues, el uso potencial de los exopolisacaridos sulfatados nos ofrece una
alternativa importante en terapias anti-adhesivas, en procesos infecciosos
como lo que ocurre con H. pylori. Dado que en nuestro modelo experimental los
exopolisacaridos sulfatados de microalgas bloquean el proceso de adhesion de
H.pylori a células HeLa S3, se podria esperar que en un modelo in vivo la
aplicacion de estos compuestos sulfatados ocasionaran la inhibiciébn de la
adhesion y establecimiento del patégeno en el huésped o la eliminacion del
patégeno del organismo infectado. Una terapia a base de exopolisacaridos
sulfatados aislados de Tetraselmis sp., Phaeodactylum tricornutum,y Neochloris
oleabundans (Figura 5) bloquearian la adhesion de H.pylori al sulfato de
heparina expuesto en la mucosa epitelial gastrica que actia como reservorio de
dicho agente patégeno (Figura 2). Asi mismo, el tratamiento con
exopolisaciridos sulfatados podria ser también utilizado para bloquear el
proceso inicial de colonizacion del huésped por H.pylori, como compuestos
profilacticos en infecciones microbianas donde el proceso de citoadhesion

patégeno-huésped esta mediado por glicoconjugados sulfatados.
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Por otro lado tenemos que tradicionalmente se han empleado heparina, sulfato
de heparina y dextran sulfato para el control de procesos inflamatorios debido a
gue estos compuestos intervienen en la adhesién, activacion y en el transito de
leucocitos (Tyrell et al.,, 1995); de igual manera se les ha empleado como
agentes anti-virales en el caso de HSV (tipo |) y el virus HIV (Ito et al., 1987;
Neytes et al., 1992; Clayette et al., 1996); mas sin embargo se ha observado
que el uso prolongado de estos compuestos trae consigo una serie de
problemas secundarios como es la trombositopenia e inhibicion del sistema de
complemento, lo cual no garantiza de forma exitosa su uso (Flexner et al.,
1991). de aqui que la utilizacion de exopolisacaridos sulfatados de microlagas
sea una alternativa biolégicamente potencial para el reemplazo de dichos

proteoglicanos.

Actualmente la industria acuicola ha enfrentado la probleméatica que representa
la propagacion de enfermedades infecciosas en condiciones de cultivos
intensivos donde se manejan altas densidades de organismos en espacios
limitados, lo que demanda el desarrollo de alternativas profilacticas y
terapéuticas para el tratamiento de organismos marinos en cultivo, dado que el
uso no controlado de antibidticos en acuacultura y la poca efectividad para
erradicar y manejar los brotes infecciosos en un sistema de cultivo se refleja en
altos costos de produccion. Asi pues, el uso de exopolisacaridos sulfatados
sugiere que ademas de eliminar la utilizacion desmesurada de antibidticos con
el subsecuente problema de cepas resistentes, se estimularia el sistema inmune
celular de las especies en cultivo por el efecto probidtico que poseen los
exopolisacaridos sulfatados (Itoh et al. 1993). En este mismo sentido, se
considera que el uso de exopolisacaridos sulfatados como agentes probiéticos
potenciales en la industria acuicola, mediante la implementacion de -cultivos

mixtos, representarian ademdas de condiciones para prevenir y mejorar los
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mecanismos de control en los procesos infecciosos, una fuente adicional de
nutrientes, pues se implementarian esquemas de suministro de microalgas al
cultivo marino para la liberacion de los exopolisacaridos al medio como
nutrientes; hecho que ademas no requeriria de formulacion de alimentos para

el suministro de las microalgas como agente probidtico.

Por otra parte, cabe sefialar que la utilizacion de exopolisacaridos sulfatados
como posible herramienta en terapias anti-adhesivas contra infecciones
microbianas ofrece ventajas adicionales a las de los esquemas de vacunacion
en la industria acuicola, pues la aplicacion de vacunas esta limitada al cultivo de
peces, en tanto que para la industria acuicola es de primordial importancia el
desarrollo de alternativas terapeuticas para el control de infecciones
microbianas en crustaceos, moluscos y algunos otros grupos de invertebrados

marinos de importancia comercial que no poseen memoria inmunoloégica.

Es importante también sefalar que el modelo experimental empleado para el
estudio del efecto de los exopolisacaridos sulfatados de microalgas en la
adhesion de Vibrios y Aeromonas a células de cabrilla arenera (P.
maculatofasciatus), es un modelo invitro que nos permitio realizar en el
laboratorio pruebas biol6gicas que de haberse llevado acabo in vivo hubieran
implicado un alto costo debido al elevado numero de organismos y a la
complejidad de las instalaciones requeridas para su realizacion. Asi pues, los
estudios preliminares invitro nos permitieron seleccionar o definir tratamientos y

condiciones experimentales con organismos marinos.
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VIl. CONCLUSIONES.

- L0s exopolisacaridos sulfatados de diferentes especies de microalgas
inhiben la adhesion bacteriana a células animales.

El potencial inhibitorio de los exopolisacaridos sulfatados es mucho mayor al
de proteoglicanos (sulfato de heparina) y dextran sulfato.

- Las distintas especies de microalgas utilizadas en este estudio produjeron
exopolisacaridos con distinto poder inhibitorio o amplificador de la adhesion
de bacterias a las superficies celulares empledas.

e Al parecer las distintas cepas de Vibrio y Aeromonas probadas reconocen
proteoglicanos sulfatados en células de peces de una manera homodloga a
como H. pylori reconoce sulfato de heparina de células de humano.

- Por la actividad inhibitoria de ciertos exopolisacaridos sulfatados de
rnicroalgas sobre la adhesion de bacterias a células de humano, estos
exopolisacaridos sulfatados podrian ser evaluados en un modelo in vivo
como terapias profilacticas contra infecciones bacterianas.
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VIll. PERSPECTIVAS.

-~ Explotacion biotecnologica de microalgas para la obtencion de reactivos
biolégicos de alto valor agregado.

-~ Contar con una alternativa para el aprovechamiento racional de la
explotacion de macroalgas.

-~ Potencial farmacol6égico de microalgas en el disefio de drogas a base de
exopolisacaridos sulfatados.

e Alternativa terapeutica y profilactica en el cultivo de organismos marinos
para disminuir el uso de antibidticos y evitar la generacién de cepas
resistentes.

-~ Las microalgas ofrecen una amplia distribucion de exopolisacéaridos
sulfatados que servirian como herramienta molecular para el estudio de
procesos de reconocimiento e interaccion entre célula-células y célula-
patdégeno.
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Apéndice

X. APENDICE.

Apéndice 1. Composicion de Medios de Cultivo.

a) Microalgas. (Medio F/2, Guillard and Ryther, 1962)

Agua de mar 1000 mi Metales traza**
NaNO03 75 mg Agua destilada 1000 ml
Na2HPO4.7H20 5mg Na2-EDTA 436 g
NaSiO3.9H20* 30 mg FeCI3.6H20 315 ¢
Tiamina-HCI** 100 g MnCl2.4H20 180 mg
Biotina** 05¢ CuS04.5H20 10 mg
Cobalamina** 05¢g ZnS04.7H20 22 mg
Metales traza*** 1.0 ml CoCI2.6H20 10 mg
pH del rnedio 7.50 NaMoO4.2H20 6 mg

Esterilizar en autoclave a 15 Ib/in” (1.1 kg/lcm®) 120°C durante 15 min.Dejar
enfriar. Mantener en frasco ambar y en refrigeracion. Por separado se preparan
las **vitaminas y los ***metales traza. En 1000 ml de agua de mar se disuelven
los nitratos, fosfatos y silicatos. Se esterilizan en autoclave a 15 Ib/lnz, excepto
las ***vitaminas que se esterilizan por filtracion en membrana de fibra de vidrio

GF/C previamente ésteril. Mantener en refrigeracion.
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b) Bacterias.

b.1) Medio Gap-Camp. (Soltesz et al., 1987)

Medio Basico Gap-camp

Suplementos

Gc-Agar Base 25.0 g
Bacto-Agar 29 ¢

Agua dest. 1000 mi

Cisteina. Hcl

Sangre de caballo,
hematinizada

Suero de caballo,
inactivado

IsoVitalex
Vancomicina
Acido nalidixico

Ketoconazol

0.5
85 mt

100 ml

3.5ml
6.0 mg
20.0 mg

3.0 mg

Se mezclan los componentes basicos del medio y se calientan a ebullicion

hasta que se disuelven completamente. Se esterilizan a 121 °C (15 Ib/in?) por 20

min. Se enfria a una temperatura de 30-35°C y se agregran los suplementos:

sangre de caballo y se lleva la mezcla a 80°C por 20 min, inmediatamente

después se le adiciona el suero de caballo y se calienta a 56°C por 30 min, se

deja enfriar la mezcla e inmediatamente después se le agregan el resto de los

suplementos.
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b. 2) Medio agar MacConkey.

Se preparé de acuerdo a las especificaciones del fabricante (DIFCO). Se pesan
50 g del medio y se disuelve en 1 litro de agua destilada, se hierve durante 1

min y se esteriliza en autoclave a 121 °C (15 Ib/In?) durante 15 min.

b.3) Medio agar TCBS.

Se preparé de acuerdo a las especificaciones del fabricante (DIFCO). Se pesan
89 g de medio y se disuelve en 1 litro de agua destilada, calentar hasta la

disolucion completa No se esteriliza.

b.4) Medio agar marino 2216

Se preparé de acuerdo a las especificaciones del fabricante (DIFCO). Se pesan
37.4 g de caldo marino 2216 y se disuelve en 1 litro de agua destilada, se
adiciona agar-agar al 2% y se esteriliza en autoclave a 121 °C (15 Ib/In®) durante

15 mn
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Apéndice 2. Obtencién de antigenos de Helicobacter pylori.(Amini et al.,

1996).

Para la obtencion de la adhesina de H.pylori con afinidad por el sulfato de
heparina (HSBP), H.pylori fue cultivado en un medio liguido compuesto de
caldo de Brucela y suero fetal de ternera al 3%. Después de 4-5 dias de
incubacion, los cultivos fueron centrifugados a 10,000 x g/4°C/20 min. y el
sobrenadante fue separado en un recipiente aparte. Posteriormente, las
proteinas que fueron secretadas en ese medio de cultivo, se precipitaron con
sulfato de amonio al 40, 60, 80 y 100% de saturacién; de esta forma, se
colectaron cuatro fracciones: HSBP40, HSBP60, HSBP80, HSBP100 las cuales

son ricas c-n adhesinas con afinidad por el sulfato de heparina.

Para la obtencion de las proteinas inducidas por estrés (Hsp60) de H. pylori,
gue es una proteina con afinidad por IgG y lactoferrina, se procedi6 de la
siguiente manera: Células cultivadas en medio soélido GAB-camp (como se
describe anteriormente) fueron lavadas con PBS para luego suspender las
bacterias en agua destilada. Después de 2 h de incubacion en un bafio de hielo,
se separé el sobrenadante por centrifugacion (12,000 x g a 4°C durante 30
min.). La fraccibn obtenida (extracto con agua) fue pasada a través de una
columna de Sepharosa-lgG, de donde la fraccion eluida de dicha columna
cromatografica con NaCl1 OM, fue subsecuentemente pasada por una columna
de Ni-Sepharose (cromatografia quelante). Finalmente, la Hsp60 fue eluida de

la columna con NaCl 0.1 M.
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Apéndice 3. Produccién de anticuerpos policlonales (Amini et al., 1996).

Para la produccién de anticuerpos se utilizaron raton BAL/c de 8 semanas de
edad y conejos Nueva Zelandia de 3 meses de edad; se inocularon via
subcutanea (ratéon 20 pg/100 ! de PBS y conejo 40 pg/ 100 pl de PBS) con las
diferentes fracciones de los antigenos proteicos aislados de Helicobacter pylori
mezclando 1 :1 con adyuvante completo de Freund (200 pi volumen total); la
inoculacién se realiz6 en tres periodos con espacio de 2 semanas cada
aplicacion. A las tres semanas de iniciada la inoculacion de los organismos, se
procedié a sangrarlos, recuperando el suero de cada una de las muestras por

centrifugacién (3000 r. p. m./10min).

El titulo de los antisueros se determin6é por la técnica de ELISA y su

especificidad por medio de inmunoblot.
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Apéndice 4. Aislamiento de compuestos de la matriz extracelular de células

HelaS3.(Ho y Jiang 1994).

Las células Hela S3 fueron cultivadas en las condiciones arriba mencionadas,
una vez que se tuvieron cultivos confluentes, los células fueron tratadas con
tripsina (0.25% en soluciéon modificada de Hank) por 5 rnin a 37 C para permitir
que se despeguen de la superficie plastica de la botella de cultivo y fueron
centrifugadas a 4500 r.p.m. durante 20 min a 22°C para retirar el medio de
cultivo, el paquete celular fue resuspendido en el mismo volumen con agua
destilada y se dej6 reposar durante 30 min a 22°C hasta tener el 100% de las
células lisadas (comprobado por observacion al microscopio de contraste de
fases). La solucion celular fue centrifugada a 18,000 r.p.m. por 1 hora a 4°C, se
retird el sobrenadante y el paquete celular fue resuspendido en una solucién

de boratos de sodio 0.1 M, pH 9.3, y se mantuvo a -20°C hasta su uso.
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Apéndice 5. Marcaje de bacterias con 125 (Markwell 1982; Fréman et al.,

1984).

Un ml de una suspension bacteriana de H. pylori crecidas en medio GAB-camp,
fueron cosechadas, lavadas y suspendidas en PBS (como se describi6
anteriormente) a una concentracion de 1010 ufc/ml fueron transferidas a un
tubo de poliestireno y se les agrega dos esferas de poliestireno no porosas
constituidas de N-cloro-bencenosulfonamida (lodo-Beads, Pierce) a fin de
oxidar las cadenas polipeptidicas expuestas en la superficie bacteriana y
facilitar la exposiciéon de residuos de tirosina, para promover la unién del 1291 La
suspension bacteriana fue incubada durante 5 min a 22°C y luego se agregaron
4 pCi de 1251 y se incub6 la mezcla durante 20 min adicionales, después del
periodo de incubacién la suspensidon bacteriana fue removida a un nuevo tubo
de poliestireno y fue centrifugada a 5,000 x @/22°C/10 min; se descarté el
sobrenadante y el paquete celular fue lavado dos veces con 10 ml de PBS
conteniendo Tween-20 al 0.05% (previamente enfriado a 4°C). Finalmente, el
paguete bacteriano se resuspendié en el volumen original con amortiguador de

fosfatos.
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Apéndice 6. Marcaje de bacterias con biotina (Harlow y Lane, 1988).

Las cepas bacterianas, se resuspendieron en un regulador de carbonato de
sodio 0.1 M, pH 8.0 y se ajustaron espectrofotométricamente a una densidad
optica de 1 .0 a 540 nm, dando una concentracion final de 109 ufc/ml. De esta
suspensién bacteriana se partié para marcar con Biotina (N-hidroxi-succinil-
biotina). Se centrifugé la suspensién bacteriana a 4000 x g por 10 min a 22°C; el
paquete bacteriano fue resuspendido en 1 ml del mismo regulador de carbonato
de sodio y se le agregaron 130 Wi de biotina (1 mg/ml resuspendida en Dimetil
sulféxido), incubando durante 2 hr a 22°C en la obscuridad. La suspencion
bacteriana se lavé 3 veces con PBS, pH 7.4, centrifugando a 4000 x g durante
10 min a 22°C. Finalmente se resuspendié el paquete bacteriano al volumen

inicial en medio de cultivo RPMI 1640.
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Apéndice 7. Cuantificacién de proteinas. (Bio Rad Protein Dye Reagent)

Microensayo.

Se preparan tres diluciones de la proteina estandar (albumina bovina).

Se pipetean 800 ul de PBS y se adicionan 200 pl de la muestra a analizar y
finalmente son adicionados 200 pl del reactivo, agitar perfectamente. Incubar de

5 a 20 min. Leer absorbancia a 595 nm.
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Apéndice 8. Cuantificacion de carbohidratos totales

Método de Fenol-Suflrico (Dubois et al., 1956).

Se pesan 5 mg de muestra liofilizada resuspendiéndose en 2 mlde NaOH1 Ny
se somete a hidrdélisis a ebullicion por 1 h. Se deja enfriar a temperatura

ambiente y se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 10 min.

Del extracto alcalino obtenido se coloca en un tubo 500 pl de muestra y 500 I
de fenol al 4% y se agita en un agitador tipo Vortex. Inmediatamente se le
agrega, resbalando por las paredes del tubo, 2.5 mide H,SO4 y se agita con
cuidado en el Vortex. Se deja reposar durante 30 min a temperatura ambiente y
se lee contra un blanco tratado igual a las muestra a 485 nm en un

espectrofotdmetro con cubeta de vidrio de 1 cm de paso 6ptico.

La curva estandar se prepara a partir de una soluciéon concentrada de 1 mg/ml

glucosa anhidra, haciendo un gradiente de concentracion desde 0 a 250 mg/ml.
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Apéndice 9. Determinacion del contenido de sulfatos en exopolisacéaridos.

Método del azul alcian (Ramus, 1977)

Colocar en un tubo 1 ml del medio extracelular procedente de los diferentes
cultivos de microalgas, se le afiaden 4 ml de &cido acético 0.5 M pH 25 y se

agita en Vortex.

Agregar 10 pl del colorante Azul Alcian (preparado a una concentracién de 1
mg/ml en &cido acético 0.5 M pH 2.5) y agitar nuevamente en el Vortex. Para

una reaccion de precipitacion completa se deja en agitacion toda la noche.

Centrifugar los tubos a 3000 r.p.m. durante 30 min y el sobrenadante se separa
y se lee a 610 nm. La diferencia entre el blanco es proporcional a la
concentracion del polianién. A la par se hace la cuantificaciéon del
exopolisacarido, se toma una muestra de los diferentes medios extracelulares y

se determinan los carbohidratos totales por el método del fenol-sulfarico.
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Apéndice 10. Aislamiento y mantenimiento de células de cabrilla arenera

(Paralabrax maculatofasciatus). (Modificado de Fuerst et al., 1991)

a. Cultivos primarios de células de tegumento, intestino y branquias.

Bajo condiciones asépticas se removieron los tejidos de los organismos, se
hicieron cortes longitudinales y se fraccionaron en pequefias porciones de
aproximadamente 3 mm, se removié el epitelio por 3 incubaciones consecutivas
de 15 min cada una, con solucion de Hank’s libre de magnesio y calcio,
conteniendo 0.05 M de EDTA, en agitacion constante a 22°C. Posteriormente
los tejidos fueron tratados con Dispasa (1.5 mg/ml), preparada en medio RPMI
1640 conteniendo 20 % de suero de caballo, en tres ciclos de 30 min cada uno
en agitacion constante a 22°C. De cada uno de los ciclos de incubacioén, el
sobrenadante fue colectado y las células linfoides obtenidas fueron lavadas dos
veces con el mismo medio de cultivo y finalmente fueron mezcladas. La
suspension celular resultante fue pasada a través de una columna de fibra de
vidrio. Para los bioensayos la dilucion apropiada de células, fue preparada en el
mismo medio de cultivo RPMI 1640 suplemetado con 20% de suero de caballo y

40 ug/m! de gentamicina.

Las células fueron mantenidas en placas de 96 pozos, conteniendo medio
RPMI 1640, suplementado con 40 pg/ml de gentamicina; 2 mM de L-glutamina
y suero de caballo a una concentracion de 20% (RPMI1640-completo). Las
placas de cultivo fueron incubadas a 22°C (95% de humedad relativa y 5% de
COy).
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b) Cultivos primarios de linfocitos T de sangre (Fuerst et al., 1991).

Se obtuvo sangre de los organismos por puncion cardiaca, usando heparina
como anticoagulante, la cual se mezclé con PBS pH 7.4 en una relacion 1:2
(viv)y fue mezclada perfectamente; la mezcla fue adicionada cuidadosamente
en la parte superior de un tubo de ensaye que contenia una solucién de
Histopaque 1077 y los tubos fueron centrifugados a 400 x g por 30 min a 22°C.
Después de la centrifugacion se aspirdé cuidadosamente la interface opaca que
contiene las células mononucleares, la cual es transferida a un nuevo tubo de
ensaye que contenia cloruro de amonio 0.87% para lisar cualquier eritrocito
contaminante, incubando a 22 °C por 5 min, inmediatamente después los tubos
fueron centrifugados a 250 x g a 22°C durante 10 min, éste paso se repite las
veces necesarias hasta eliminar los eritrocitos contaminates. Una vez que se
obtuvieron los linfocitos libres de eritrocitos fueron lavados 3 veces con PBS, pH

7.4, centrifugando a 250 x g durante 10 min a 22°C.

Para los bioensayos la dilucién apropiada de células, fue preparada en el
mismo medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 20% de suero de caballo

y 40 uyg/ml de gentamicina.

Las células fueron mantenidas en placas de 96 pozos, conteniendo medio
RPMI 1640, suplementado con 40 pg/ml de gentamicina; 2 mMde L-glutamina
y suero de caballo a una concentracion de 20% (RPMIi1640-completo). Las
placas de cultivo fueron incubadas a 220C (95% de humedad relativa y 5% de
COy).
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Apéndice Il. Reactivos y materiales.

Los medios de cultivo bacteriol6gicos (agar GAB-Camp, agar marino 2216, TSB,

TCBS. agar sangre y agar MacConkey) fueron adquiridos de Difco Laboratories

(Detroit, MI. EEUU). 125| fue adquirido de Amersham International plc
(Buckinghamshire, Inglaterra). La Succimidil-7-amino-4-metil cumarina-3-acido
acetico (AMCA-NHS) y las esferas de poliestireno constituidas de N-
clorobencenosulfonamida (lodo-Beads) se compraron a Pierce (Rockford, IL.
EEUU). Estreptavidina marcada con peroxidasa se adquiri6 de Boehringer
Mannheim GmbH Biochemica (Mannheim, Alemania). DEAE-Celulosa se
compro a Pharmacia Biotech Inc. (Piscataway, NJ. EEUU). El medio de cultivo
para células animales RPMI-1640, los conjugados de IgG con FITC y
peroxidasa, el anticuerpo monoclonal contra la proteina de estrés Hsp70 de
células eucariotes, la N-hidroxi-succinil-biotina (Biotina-NHS), la dispasa, el
orto-fenilenediamino, el suero fetal de ternera, y los diferentes antibioticos se
adquirieron de Sigma Chemical CO (St. Louis, MO. EEUU). El resto de reactivos
para la preparacion de soluciones amortiguadoras y sales e ingredientes para
los medios de cultivo fueron adquiridos de diferentes casas comerciales y
fueron de grado analitico. Las membranas de ultrafiltracion de 0.45 pm se
compraron a Millipore Corporation (Bedford, MA. EEUU). Todo el material de
plastico esteril para el cultivo de células animales se adquiri6 de Costar
Scientific Corporation (Cambridge, MA. EEUU). Los péptidos sintéticos fueron
una donacion del Instituto de Biotecnologia de la Universidad de Estrasburgo,

Francia.
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