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® Resumen

Lainvestigacion se realiz6 como primer paso para el analisis del proceso de glicosilacion intestinal
y larelacion de este con la interaccion hospedero-patdgeno, teniendo como objetivo probar la unién de
lectinas vegetales al borde en cepillo del intestino delgado. Se evalué el efecto bloqueador de diferentes
lectinas vegetales en la adhesion de E. coli enterotoxigénicas que expresan fimbrias F4. Se realizaron
dos experimentos. Primero — las vellosidades fueron incubadas con lectinas de Glycine max, Ulex
europaeus, Lens culinaris y Arachis hypogaea a diferentes concentraciones y después fueron
incubadas con las cepa de E. coli GIS26 (F4ac). Segundo — veinte y seis lectinas vegetales biotiniladas
se enfrentaron a las vellosidades bajo 3 métodos de fijacion diferentes. La union se verifico mediante la
técnica de inmunofluorescencia usando estreptavidina-fluoresceina como indicador. Se prob6 que: para
el primer caso que hubo bloqueo total de la adhesion de la E. coli GIS26 al borde en cepillo por parte de
las lectinas; para el segundo caso se mostrd que existe una adhesién moderada y fuerte a las células
epitelialesintestinalesen el 69,2 % (18/26) de las lectinas. Se probaron laadhesion de lectinas biotiniladas
adiferentesregionesdel intestino delgadoy launion de losantigenos fimbriales F4ab, F4acy F4ad al borde
en cepillo. Se encontraron variaciones en el perfil de union de las lectinas a lo largo de las diferentes
regiones del intestino delgado y no homogeneidad en la adhesion de los antigenos fimbriales.
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® Abstract

This research was conducted as a first step in the analysis of intestinal glycosylation process and
the relationship of this with the host-pathogen interaction, aiming to test the binding of plant lectins to brush
border of the small intestine. The effect of different plant lectins block the adhesion of E. coli expressing
enterotoxigenic F4 fimbriae. Two experiments were conducted. First - the villi were incubated with lectin
of Glycine max, Ulex europaeus, Lens culinaris and Arachis hypogaea at different concentrations and
were then incubated with the strain of E. coli G1S26 (F4AC). Second - twenty-six biotinylated plant lectins
faced villi in 3 different fixation methods. The binding was verified by immunofluorescence using
streptavidin-fluorescein as indicator. It is proved that: for the first case there was complete blockage of
the adhesion of E. coli GIS26 the brush border by lectins, for the second case there was moderate to strong
adhesion to intestinal epithelial cellsin 69,2 % (18/26) of lectins. At the same time tested the biotinylated
lectinadhesiontodifferentregions of the small intestine and the union of the fimbrial antigens F4ab, F4AC
and F4ad the brush border. Differences were found in the binding profile of lectins along different regions
of the small intestine and non-homogeneity in the adhesion of the fimbrial antigens.

Keywords: intestinal glycosylation process, plant lectins.
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® Introduccion

Lacolibacilosis porcinacontindasiendo unade las
enfermedades mas importantes que afecta las
producciones de cerdos en Cuba y en el mundo, por
las grandes pérdidas econémicas que se producen por
concepto de mortalidad (10 y 20 % de los cerdos
recién nacidos y al destete) (Lapuente y Rosell,
2008).

Segun Thomson (2008) ladiarreaenterotoxigénica
(ETEC) por Escherichiacoli, es lapatologiadigestiva
mas relevante de los lechones recién nacidos, debida
a la produccion de fimbrias que se adhieren a la
superficie del epitelio intestinal y a la produccion de
enterotoxinas que inducen la salida de liquido desde
elepitelioal lumenintestinal.

Las cepas enterotoxigénicas de E. coli incluyen
generalmente las fimbrias F4 (K88), F5 (K99), F6
(P987), F41 y F18 que actian sobre la mucosa
intestinal, pasando a lasangre y drganos internos para
producir septicemia, diarrea aguda y deshidratacion
(Frydendahl, 2002).

Enlainfeccion, laadhesionareceptoresespecificos,
presentes sélo en ciertas células de mamiferos,
conduce a la bacteria patégena a un tropismo de
organo. La adhesion se basa en la interaccion
especifica entre las proteinas de reconocimiento
bacterianas unidas a su superficie (adhesinas) y los
restos de carbohidratos de las glicoproteinas o
glicolipidos presentes en las células de mamiferos
(Van den Broeck et al., 1999).

Laslectinasson proteinasoglicoproteinas naturales
de origen no inmune que pueden aglutinar células, y
son capaces de un reconocimiento especifico para un
determinado carbohidrato (Wu et al., 2008). Por su
propiedad de unirse selectivamente a determinados
radicales glucocidicos, son una herramienta Gtil para
detectar compuestos glicoconjugados (Sharon, 2007).

Esquema para determinar la adherencia

Tomando como base lo planteado, nos propusimos
como objetivo general, evaluar el efecto inhibitorio
de lectinas vegetales sobre la union de antigenos
fimbriales de Escherichia coli al borde en cepillo del
intestino delgado de cerditos y los cambios en la
glicosilacionintestinal.

Portal motivo, se hace necesario seguir trabajando
enle conocimientode laglicosilacion de losenterocitos
y su influencia en la expresion de receptores para
diferentes patdégenos, lo que seriade aplicacion futura
en el empleo de terapias de bloqueo, mediante
probidticos y proteinas afines a los azlcares.

Materiales y métodos

La presente investigacion se realiz6 como primer
paso para el analisis del proceso de glicosilacion
intestinal y la relacion de este con la interaccion
hospedero-patdgeno, teniendo como objetivo probar
la union de lectinas vegetales al borde en cepillo del
intestino delgado. Se evaluo el efecto bloqueador de
diferentes lectinas vegetales en la adhesion de E. coli
enterotoxigénicas que expresan fimbrias F4.

Se realizaron dos experimentos: Primero — las
vellosidades fueron incubadas con lectinas de Glycine
max, Ulex europaeus, Lens culinaris y Arachis
hypogaea a diferentes concentraciones, y después
fueron incubadas con las cepa de E. coli GIS26
(F4ac) utilizando el intestino delgado de un cerdo de
33 dias de nacido. Segundo — 26 lectinas vegetales
biotiniladas se enfrentaronalas vellosidades bajotres
métodos de fijacion diferentes.

La union se verifico mediante la técnica de
inmunofluorescencia, usando estreptavidina-
fluoresceina como indicador, en el mismo se trabajo
con 2 cerdos de 5y 8 semanas, respectivamente de la
raza Yorkshire. Al mismo tiempo, se probaron la
adhesionde lectinasbiotiniladas a diferentes regiones
del intestino delgado y la unién de los antigenos
fimbriales F4ab, F4ac y F4ad al borde en cepillo.

Adherencia hacteriana en 250 pm
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® Resultados y discusion

Se probé que: para el primer caso que hubo
bloqueo total de la adhesion de la E. coli GIS26
al borde en cepillo por parte de las lectinas; para
el segundo caso se mostré que existe una
adhesién moderada y fuerte a las células
epiteliales intestinales en el 69,2 % (18/26) de
las lectinas.

Este estudio preliminar dio pautasen posde dilucidar
elorganotropismode losagentesetioldgicos, pudiéndose
comprobar por medio de las lectinas UEA —aglutinina
de Ulex europaeus y LTL - Lotus tetragonolobus,
que lafucosilaciénintestinal decreceapartir del duodeno.
De igual forma, se encontraron variaciones en el perfil
de union de las lectinas a lo largo de las diferentes
regiones del intestino delgado y no homogeneidad en la
adhesion de los antigenos fimbriales.

Adherencia bacteriana

Comportamiento de la
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Comportamiento en la adherencia de la cepa F4ac (GIS26) al ser enfrentada con las lectinas
vegetales SBA- Glicine max, UEA - aglutinina de Ulex europaeus, LCA- Lens culinaris, AHA-
Arachis hypogaea previamente incubadas con el borde en cepillo.
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Observaciones al microscopio de los resultados del enfrentamiento de lectinas [especificas a:

manosa/glucosa, Man/Glc; N-acetil-glucosamina y acido N-acetil-neuraminico, GIcNAc y Neu5Ac;
ramificaciones de N-acetil-glucosamina, (GIcNAc), ], al borde en cepillo del intestino (brush
border). PSL - lectina de Pisum sativum, WGA - aglutinina de Triticum aestivum, y LEA —aglutinina
de Lycopersicon esculentum
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Deteccién de la adherencia de diferentes
antigenos F4 purificados al borde
en cepillo

Monserratt (2008) plantea que hay dos variantes
antigénicas que se aislan cominmente y que se han
identificado como F4aby F4ac, y unaterceravariante
F4ad que aparece s6lo esporadicamente; con lo cual
estamos de acuerdo, pues como se ve en figura 11, se
observa que todos los antigenos F4 expuestos
presentaron adherencia, pudiéndonos percatar de la
no homogeneidad en la adherencia por parte de la
F4ad. Sin embargo, estudios realizados por Geenen

Conclusiones

Las lectinas vegetales Glycine max, Ulex
europaeus, Lens culinaris y Arachis
hypogaea inhiben la adhesiéon al borde en
cepillo de la cepa E.Coli F4ac (GIS26).

Los métodos de fijacion a utilizar y las
caracteristicas de almacenamiento provocan
cambios en la glicosilacion intestinal entre
lectinas vegetales y el borde en cepillo.

(2004) han mostrado la resistencia de algunas lineas
yprogeniesporcinas, debidoalaausenciade receptores
en las células intestinales.

Estosresultados contribuirdnaseguir profundizando
eneldesarrollode lainmunidad mucosal, mediante la
inmunizacion oral en cerdos, segun lo planteado por
Snoeck et al. (2008), ya que los mismos autores
plantean como requisito previo para inducir una
inmunidad mucosal protectora mediante la
inmunizacion con cepas de E.coli F4, la presencia de
receptores especificos en las vellosidades de los
enterocitos.

F1 ab

F41 ac

F4 ad

No siempre concuerda el perfil obligatorio de
las lectinas utilizadas y el reconocimiento de
sacéridos localizados en el borde en cepillo de la
mucosa intestinal.

Algunos azUcares especificos de las lectinas
como glucosa, lactosa, fucosa, manosa, varian su
expresion en dependencia de la region intestinal
y la edad de los animales.

Existe una homogeneidad en la adherencia al
bordeen cepillo por parte de losantigenos fimbriales
F4ab, F4ac, no siendo asi en la F4ad.
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