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Efecto citotoxico de la proteina VCC
de Vibrio cholerae en células HEK-293
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RESUMEN

Vibrio cholerae no-O1 es un amplio grupo de cepas no productoras de toxina colérica (CT") que auin son capaces de causar
diarrea en humanos. En el género Vibrio cholerae, la toxina que resulta un mejor candidato causal de diarrea no colérica es
una toxina formadora de poros, la citolisina denominada «V. cholerae cytolysin», por sus siglas en inglés: VCC. Nuestro grupo
previamente ha estudiado a la VCC como una toxina inductora de vacuolizacidn en células eucariontes. Para continuar la
caracterizacion del papel de la VCC como factor de virulencia en la patogenia de V. cholerae, consideramos necesario carac-
terizar la sensibilidad del modelo de las células HEK-293, dado que estas células se usan para expresar proteinas foraneas a
partir de genes clonados en pladsmidos. Para conseguir esto, las HEK-293 se sometieron al reto con sobrenadantes bacterianos
estériles, ricos en VCC (1:20). Este estudio presenta evidencia de que la toxina VCC producida por las cepas de V. cholerae no-
01 de nuestra coleccidn induce efecto citotoxico en HEK-293.
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The non-01 Vibrio cholerae group is composed by many diverse strains that are non-cholera toxin producers (CT") or non-
toxigenic strains), but still they are diarrheagenic and cytotoxic. These characteristics are attributed to the presence of a
pore-forming toxin: the V. cholerae cytolysin (also known as VCC), since it is the best candidate to cause diarrhea in the hu-
man host. Characterization of the VCC as a vacuolation-inducer toxin was previously conducted by our group in tumorigenic
and immortalized cell lines. In order to continue the study of the cytotoxicity of the VCC, we have chosen the HEK-293 cell line
as a model of study that would help to further determine the role of the VCC as a virulence factor in the non O1 V. cholerae
pathogenesis, since these cells are used for foreign protein expression from plasmids with the cloned genes. In vitro challenges
were performed applying sterile bacterial supernatants rich in VCC (1:20) to HEK-293 cells, and later on, a microscopic search
for cytotoxicity was performed. Here we show that there is a cytotoxic effect on HEK-293 cells, directly related to VCC, the toxin
hyper-produced by V. cholerae non-01 strains from our strain collection.
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INTRODUCCION

El patégeno humano Vibrio cholerae es endémico en
muchas regiones del mundo y responsable de entre
tres y cinco millones de casos de cdlera y 100,000 a
120,000 muertes por afio.! Tanto las cepas toxigénicas
(productoras de CT) como las no toxigénicas produ-
cen la citolisina de V. cholerae (VCC), que causa dafio
celular permeabilizando a las células intestinales hu-
manas,? induciendo vacuolizacién,® y en un modelo
murino, facilita significativamente la colonizacién in-
testinal.

La toxina VCC se clasifica como una B-PFT (proteina
formadora de poros tipo B) que se expresa como una
pre-protoxina de 82 kDa (kiloDaltones),®* que luego de
un procesamiento proteolitico en el periplasma, se se-
creta como una protoxina de 79 kDa.%’ La remocidn
proteolitica de 132 residuos de su extremo aminoter-
minal genera una proteina madura de 65 kDa. La toxi-
na madura secretada presenta dos dominios de unién
homalogos a ricina® y un dominio citolitico involucrado
en su oligomerizacién y anclaje a la regidn hidrofébi-
ca de la bicapa lipidica de las células eucariontes para
generar un poro con estructura en el espacio en forma
de un barril-p heptamérico, que actia como un canal
transmembranal y funcional de 3.0 nm de diametro,
cuyo canal de difusion mide 1.5 nm.” Recientemente se
describié que la mutacidon Ala425Val es critica y com-
promete la interaccion de la VCC con la membrana de
manera dependiente de colesterol y, por ende, la for-
macién del poro.®

Ademas de los estudios biofisicos y estructura-
les que han documentado diferentes caracteristicas
del modelo de ensamble de la toxina VCC empleando
membranas lipidicas planares y liposomas, un papel pa-
togénico de la enteritis inducida por VCC describio su
capacidad de acumulacién de fluidos en un modelo de
asa ligada de conejo.' Este grupo de investigacion pre-
viamente reportd que los sobrenadantes de cultivos de
V. cholerae no-01 inducen vacuolizacién sobre células
inmortalizadas Vero de rifndn de mono verde africano y
células tumorigénicas Hela derivadas de cancer cervi-
cal humano.

Dado que la sensibilidad frente a la toxina VacA de
Helicobacter pylori varia considerablemente entre dife-
rentes tipos celulares,! es importante comprobar si la
citotoxicidad inducida por la VCC es consistente en las
células HEK-293.

El fenotipo de vacuolizacion de los Vibrio no-01 se ha
descrito previamente empleando sobrenadantes de ce-
pas de V. cholerae aisladas de todo el mundo (Asia, USA,

Brasil, Argentina*!%13) y presentaron intoxicacién por VCC
con diferentes sensibilidades.** El objetivo de este trabajo
es ampliar el estudio de citotoxicidad inducida por la to-
xina VCC en células HEK-293 como un nuevo modelo de
estudio celular, dado que estas células se usan para ex-
presar proteinas foraneas a partir de genes clonados en
plasmidos.

MATERIAL Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS

Las cepas de V. cholerae no-O1 69750 y 52201 son cepas
de referencia que originalmente fueron aislados clinicos®
seleccionados por ser hiperproductores de la toxina VCC,
ademas de carecer de los genes ctxA y ctxB (evidencia-
do mediante PCR y dot blot).? La cepa de referencia del
biotipo clasico V. cholerae 0395 fue elegida como control
negativo debido a que su gen estructural hlyA presenta
delecion de los primeros 723 pares de bases del marco
de lectura abierta (Universal Protein Resource Knowled-
gebase [UniProtKB], numero de acceso AS5EYU3), lo cual
la convierte en una mutante negativa natural del gen de
lavcec.®

Por otra parte, la cepa de referencia V. cholerae C-6706
pertenece al biotipo El Tor, es hemolitica con baja eficien-
cia y es un control positivo no hiperproductor de VCC. Los
pies de cepa se preservan a -70 °C en caldo Luria Bertani
(LB) con glicerol al 30%.

CONDICIONES DE CULTIVO
PARA LA PRODUCCION DE LA TOXINA VCC

Las cepas de V. cholerae se crecieron de acuerdo con Hon-
da y Finkelstein,** como se indica: se realizaron cultivos
por 16 a 18 horas a 37 °C en 5 mL de medio LB en agita-
cién constante a 150 rpm (revoluciones por minuto) hasta
alcanzar el crecimiento en fase estacionaria. Las bacterias
se concentraron por centrifugacién a 5,000 rpm en una
microcentrifuga refrigerada Eppendorf a 4 °C para obte-
ner los sobrenadantes, mismos que se colectaron y esteri-
lizaron por filtracién empleando filtros MF (Millipore Cor-
poration) con un didmetro de 45 mm, a través de poros
de 0.22 um.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN
CELULAS HEK-293

Células HEK-293 (CRL-1573) de la American Type Cul-
ture Collection (ATCC) se crecieron a confluencia a 37
°C en una atmdsfera de 5% de CO, en placas petri (Cor-
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ning) de 100 mm que contenian medio esencial de Ea-
gle modificado por Dulbecco (D-MEM) (Life Technolo-
gies Corporation) suplementado con suero fetal bovino
al 10% (Hyclone Laboratories, Inc.), mezcla de aminoa-
cidos no esenciales al 1%, L-glutamina 5 mM, penicilina
G 100 U/mL, y 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina
(todos de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). Las célu-
las se cosecharon por tratamiento con tripsina-EDTA
al 0.025% (Sigma-Aldrich) y se diluyeron con D-MEM
hasta obtener 5 x 10* células/100 pL. Se adicionaron
alicuotas de 180 pL que contenian 50,000 células a los
pozos de microplacas (96) hasta alcanzar una confluen-
cia del 70-80%. Por otra parte, se emplearon filtrados
estériles de los cultivos de V. cholerae (1:20), mismos
que se aplicaron sobre las células HEK-293. Estos en-
sayos de reto citotdxico se incubaron durante 24 horas
y se observaron en microscopio invertido. Para docu-
mentar los resultados de las pruebas, las células se la-
varon dos veces con buffer de fosfatos (PBS), se fijaron
en 1 mL de metanol absoluto y se tifieron con coloran-
te de Wright (Hycel). Las preparaciones se secaron a
temperatura ambiente y se examinaron al microscopio
en un TS100/10F (Nikon Corporation) para su fotodo-
cumentacion.

INHIBICION DEL EFECTO CITOTOXICO

La prueba de inhibicién especifica del efecto citoté-
xico se realizd por competencia con un anticuerpo
especifico. Las células HEK-293 se sometieron a pre-
tratamiento con diferentes concentraciones de anti-
suero policlonal de conejo anti-VCC (1:500) (donado
por el profesor Takeshi Honda, Kioto, Japén) en 3 mL
de medio D-MEM fresco durante una hora a 37 °C, se-
guido de la adicién de la toxina correspondiente en
los sobrenadantes de cultivo ricos en la VCC. La mez-
cla se incubd con las células a 37 °C en 5% de CO? por
24 horas para su posterior observacion microscépica
en vivo, y luego se prepararon para tinciéon de Wright,
como se menciond antes.

RESULTADOS

Experimentos previos realizados por nuestro grupo de
investigacion y usando diferentes enfoques han demos-
trado que los sobrenadantes de cultivos de V. cholerae
no-0O1 aislados de diferentes dreas geograficas de Mé-
xico inducen vacuolizacién vy lisis; es decir, la toxina VCC
causa efecto citotdxico vacuolizante® en varias lineas
celulares eucariontes como Hela (derivadas de carci-
noma de cérvix uterino humano) y Vero (derivadas de

rinén de mono verde africano). Estos hallazgos fueron
corroborados en el trabajo de Moschioni y colaborado-
res,* que establecié las diferentes rutas de transcitosis
usadas por la toxina desde su unién con la membrana
plasmatica.

Existe otra toxina vacuolizante que usamos como pro-
totipo, la toxina VacA de Helicobacter pylori; dado que los
diferentes tipos celulares! no presentan una sensibilidad
uniforme frente a la toxina, consideramos necesario com-
probar si la citotoxicidad inducida por la VCC es consis-
tente en las células HEK-293 y asi poder usar este linaje
celular para experimentos de expresion en eucariontes
del gen de la toxina.

Recientemente, un estudio mostré que la toxina VCC
induce vacuolizacion en células Vero, Hela y BHK des-
pués de 24 horas de incubacion. Interesantemente, no
se observo vacuolizaciéon ni disminucion rapida de la TER
(resistencia transepitelial eléctrica) en las lineas celula-
res T84 y MDCK-1.'* Estos experimentos muestran que
puede existir sensibilidad diferencial a la exposicién con
la toxina VCC, lo que puede afectar el tipo de efecto cito-
toxico observado.

En este trabajo se utilizaron cultivos de la linea celular
HEK-293 (ATCC: CRL-1573) con la finalidad de extender
los estudios de sensibilidad a la vacuolizacion y dafio ce-
lular por la toxina VCC de V. cholerae. La HEK-293 se ha
usado como modelo de estudio de proteinas eucariontes
del tipo de canales idnicos, lo que resulta muy adecua-
do, dado que la VCC, siendo formadora de poros tipo ca-
nal, se considera que mimetiza en la célula el efecto de
un aumento de canales aniénicos.*

La capacidad vacuolizante del sobrenadante de la cepa
69750 reportada por Figueroa y colegas® se verificé pre-
liminarmente con células Vero (no se muestra) y se de-
termind que la dilucién 1:20 era la adecuada para inducir
citotoxicidad vacuolizante en al menos el 50% de la mo-
nocapa celular, por lo que esta dilucion se selecciond para
aplicar los tratamientos frente a monocapas similares de
células HEK-293.

El reto de las HEK-293 con los filtrados estériles prove-
nientes de la cepa hiperproductora de VCC 69750 causo
citotoxicidad por redondeo vy lisis celular, que finalmente
condujo a la pérdida de la monocapa celular. Inicialmente,
se advirtié que las células pierden los contactos interce-
lulares y su morfologia caracteristica se modifica, obser-
vandose células individuales redondeadas y acimulos de
células redondeadas acinadas (Figura 1A), que lucen da-
fladas en comparacién con las células de los controles sin
tratamiento (Figura 1B).

Después de 24 horas de incubacidn, la mayoria de
las células intoxicadas flotaron muertas en el medio de
cultivo de la prueba. De manera interesante, en este
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modelo de estudio in vitro, las células no presentaron del efecto citotoxico por antisuero policlonal especifi-
la vacuolizacidn caracteristica de las otras estirpes ce- co contra la toxina VCC. Los resultados mostraron que
lulares estudiadas, como el caso de las células Vero o el efecto citotdxico de sobrenadantes de cultivos ricos
Hela;*!? sin embargo, si se noté dafio celular grave, en VCC (Figura 1E, 69750) fue completamente aboli-
consistente en lisis celular, lo cual sugiere fuertemente do cuando se aplicé el antisuero anti-VCC (Figura 1E,
que las HEK-293 son mas sensibles ante los tratamien- 69750 + suero anti-VCC), lo cual sugiere fuertemente
tos con la VCC, ya que se produce lisis celular antes de gue otros componentes del sobrenadante bacteria-
inducir los mecanismos de supervivencia implicados en no diluido no contribuyen en la citotoxicidad de es-
la vacuolizacidn. tas pruebas. Como se esperaba, experimentos control

Cuando se trataron las células HEK-293 con sobrena- usando anticuerpos isotipo (no relacionados) no tuvie-
dantes de las cepas de V. cholerae O1 del biotipo El Tor ron efecto ni fueron capaces de bloquear el dafio celu-
C-6706 (Figura 1C) y 0-395 del biotipo clasico (Figura 1D) lar producido por la VCC (Figura 1F, 69750 + anticuer-
en las mismas condiciones (dil 1:20) no se observo efec- pos isotipo).

to citotoxico de ningun tipo, conservando una morfologia

muy similar a la de las células de los pozos control sin tra- 2
tamiento (Figura 1B). DISCUSION

A fin de establecer que el efecto citotdxico sobre la
linea celular HEK-293 lo produce especificamente la En este estudio se describe el efecto de los filtrados es-
toxina VCC, se realizaron experimentos de inhibicion tériles de cultivos de V. cholerae no-01 69750 ricos en

Control

& -

VCC + isotipo

Figura 1. Efecto citotéxico de la toxina VCC en células HEK-293 y ensayo de inhibicién especifica. Los cultivos de células HEK-293
se trataron con una dilucién 1:20 del sobrenadante de cada cepa, como sigue: (A) sobrenadante de la cepa hiperproductora de la
toxina VCC V. cholerae 69750; (B) control sin tratamiento; (C) control de sobrenadante V. cholerae C-6706, una baja productora de
la toxina VCC; (D) Control de sobrenadante de la mutante no productora de la toxina VCC, V. cholerae O395; (E) ensayo de inhibi-
cién especifica usando la toxina de V. cholerae 69750 en presencia del antisuero especifico anti-VCC; (F) control de especificidad
del ensayo de inhibicién usando toxina de V. cholerae 69750 en presencia de antisuero isotipo. Al término del ensayo, las células
se tineron con colorante de Wright y se observaron en un microscopio 6ptico Nikon TS100 (20 X). El efecto citotéxico es especifico
y caracteristico de la toxina VCC presente en sobrenadantes de la cepa 69750 de V. cholerae no-O1, como lo muestra la inhibicién
del mismo en presencia del antisuero especifico contra la VCC.
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toxina vacuolizante VCC sobre células HEK-293. Este tra-
bajo muestra que las células HEK-293 tratadas ya sea con
sobrenadantes ricos en toxina o con la proteina purifica-
da VCC (ensayos que no se muestran) inducen citotoxi-
cidad, consistente redondeo, pérdida de la morfologia
celular normal, pérdida de la adherencia y el contacto
intercelular, formacidn de grupos de células aglutinados
gue se desprenden facilmente de la superficie de la pla-
ca de cultivo y que son producto de la lisis celular evi-
denciada, ademds, mediante la prueba de exclusion del
colorante azul de tripan.

El efecto vacuolizante se describié previamente en
células Vero, Hela y A431, pero no en células MDCK y
BHK20,*>12 empleando titulos de dilucién en experi-
mentos con células Vero similares a los reportados con
sobrenadantes de la cepa V. cholerae amazonia.'’

Estos resultados extienden el andlisis del efecto cito-
toxico de la VCC a la linea celular HEK-293; sin embargo,
bajo las condiciones dichas no observamos el efecto va-
cuolizante previamente descrito en las lineas celulares
Hela y Vero, lo que sugiere que en las células HEK-293
probablemente no se llevan a cabo las sefales de super-
vivencia que inician el proceso de autofagia, reportado
en 2002 para la VCC.1®

La sensibilidad a la toxina dependera tanto de la sus-
ceptibilidad de las células tratadas como de las caracteris-
ticas moleculares de su proteina.

Haciendo un poco de historia, podemos decir que la
toxina VCC inicialmente fue descrita como una hemolisina
cuyo gen es hlyA, por lo que a la proteina se le denomi-
no HIyA y se descubrié debido a su actividad litica sobre
células hematicas. Los estudios con eritrocitos de dife-
rentes especies revelaron un espectro de sensibilidad de
las células frente a la VCC: la actividad hemolitica es alta
en eritrocitos de conejo, cabra, raton y oveja. La toxina
presenta baja actividad hemolitica en eritrocitos de pollo,
caballo y humano.*®

La incrementada actividad hemolitica puede de-
rivarse de la abundancia diferencial de N-glicanos
con repetidos Gal-f1,4-GlcNac en las membranas
citoplasmicas de los eritrocitos, cuya presencia in-
crementaria la actividad litica de VCC, como recien-
temente se postuld.'® La afinidad por las células blan-
co también podria estar en funcidon de su dominio
de lectina que se une con complejos N-glicano en la
célula, lo que contribuye a la actividad de la toxina,
cuya potencia es alta aun a concentraciones picomo-
lares. Interesantemente, pequefas variaciones en la
secuencia de la proteina VCC pueden generar fenoti-
pos con actividades diferenciales, como por ejemplo,
la descripcidn realizada por nuestro grupo de la cepa
El Tor C7986 (hlyA*), que es incapaz de inducir lisis

de eritrocitos, pero preserva su capacidad citotdxica
y vacuolizante.?®

Es necesario, sin embargo, realizar investigaciones mas
profundas para evidenciar si en las células HEK-293 se lle-
va a cabo lisis directamente, o bien, existe el proceso de
autofagia a tiempos mas cortos. Dado que la toxina VCC
posee dominios diferentes, éstos podrian ser responsa-
bles de inducir diferentes tipos de efecto citotoxico; ade-
mas, la naturaleza de su receptor especifico en células
nucleadas aun debe ser identificada.
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