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RESUMEN

Una combinacién de fosfatidiletanolamina sintético y colesterol hg sido utilizada para for-
mar liposomas de tipo multilamelares grandes, los cuales en su interior contienen molécu-
Jas de la toxina alfa de Clostridium perfringens tipo A . Estos liposomas (L-TA) fueron
aplicados I.M. a ratones Balb/c cada 7 dias en tres ocasiones a una dosis de 3 ng de TA en
liposomas por animal. Una semana después de la Gltima aplicacién, los ratones fueron desa-
fiados con 5 LD50. Esta inmunizacién protegié contra los efectos letales de la toxina, a 2/3
de los ratones utilizados en el desafio, durante las primeras 24 h . Sin embargo después de
72 h solo 1/3 de los animales sobrevivieron. Durante el proceso de inmunizacién no se ob-

servo signos clinicos de algiin dafio por la toxina en los ratones.

SUMMARY

Cholesterol and synthetic L-A-phosphatidylethanolamine dilauroyl has been used to make
multilamellar liposomes, containing Clostridium perfringens type A alpha toxin. These li-
posomes (L-TA) were weekly injected .M. into Balb/c mice tree times at dosage 3 ng of
alpha toxin in liposomes per mouse. One week later after the last application, immunized
mice were challenged L.V. with 5 LD 50. After 24 h 2/3 of mice survived. However after 72
h only 1/3 of animals were alive. During the immunization procedure no clinical signs of

damage by the toxin were detected.



INTRODUCCION

Clostridium perfringens, es una bacteria anaerobia habitante comin en el.suelo y el
intestino del hombre y animales (Cato et al.1986) El tipo A, (CPA) es responsable de la
enfermedad del pasto, la colitis necrética y la enterotoxemia del caballo (Logan et al., 1991), en
humanos del envenenamiento alimentario (Lyristis et al., 1994 & Hauschild et al., 1971), asi
mismo se ha sugerido la participacién de la bacteria y sus toxinas en la patogénesis del
sindrome de muerte sibita infantil (SIDS sudden infant death syndrome) (Murrell et al.,1993).

El CPA pertenece al grupo de armas bioldgicas utilizadas en los conflictos bélicos de los
fhltimos afios y no se reconoce o gcepta la existencia de una vacuna para proteger a los soldados
contra la infeccién por la bacteria (Nicolson et al., 2000).

Por su parte la toxina o (TA) se considera el principal mecanismo de infeccién por el
CPA (Ninomiya et al., 1994 & Williamson & Titball, 1993). El toxoide de la TA ha demostra-
do estimular proteccién en animales contra sus efectos letales, sin embargo presenta leves ves-
tigios de toxicidad (Kameyama et al., 1972 & Evans, 1943 & Evans, 1943 & Traub et al., 1991).

Hasta el momento no se cuenta con una vacuna bien definida contra las enfermedades
asociadas al CPA, en humanos o animales. (Schoepe ¢t al., 1997 ) y las antitoxinas comerciales
por otra parte, pueden llegar a ser poco efectivas para evitar la gangrena gaseosa ocasionada por
el CPA (Traub et al., 1991).

El presente trabajo describe las condiciones para atrapar la TA de CPA en liposomas y
su aplicacién a ratones Balb/c como vacuna. Algunas observaciones del comportamiento de la
misma encapsulada en liposomas y la proteccién que se obtiene ante un desafio de 5 LD50 por
via V. con la TA.

Otro aspecto relevante del presente, es el efecto adyuvante que nos permite desarrollar
nuevas opciones en la elaboracion de vacunas. Por lo que en este trabajo se buscé informacién
del comportamiento de la TA encapsulada en liposomas (L-TA) y la respuesta de proteccién

ante un desafio por via intravenosa contra los efectos letales de la TA.



ANTECEDENTES

I. La bacteria y la toxina alfa (fosfolipasa C).

La bacteria se caracteriza por producir exotoxinas y exoenzimas, las cuales presentan ac-
tividades bioldgicas y bioquimicas tanto ex vivo, (Mitsui et al.,& 1973 Ninomiya et al., 1994)
como in vivo (Clarke et al., 1994). En base a sus principales exotoxinas letales (Tabla 1 ) Cl.
Perfringens se dividié en 5 tipos A, B, C, D y E. (Cato et al.1986). E1 CPA produce las exotoxi-
nas denominadas alfa (a), theta (0 ), kappa ( x ), miu (p ), y algunas exoenzimas como la neu-
raminidasa, desoxiribonucleasa y la enzima hidrolizante de esfingomielina (Cato et al., 1986 &
Clarke et al., 1994 & Mitsui et al., 1973), asi como otras proteinas no menos importantes como
la sialidasa, hialuronidasa, colagenasa, proteasa, desoxiribonucleasa y hemaglutinina. (Lyristis
et al., 1994).

En combinacion, la bacteria y sus toxinas pueden ocasionar la gangrena gaseosa. Este
problema se presenta cuando una herida se contamina por la bacteria, y el tejido lesionado per-
mite que se produzca un nicho anaerébico con un potencial de oxidacién y reduccién suficien-
temente bajo y un pH écido que permite el crecimiento de la bacteria. Las formas vegetativas o
en algunos casos esporas inician la infeccién en el tejido desvitalizado (Stevens & Bryant,
1993). Generalmente los organismos son depositados en las capas profundas de los tejidos,
donde se inicia la produccién de las toxinas y enzimas. Asi, la infeccién se disemina de 1 a 3
dias hasta producir crepitacion en el tejido subcutineo, exudacién y olor fétido de la zona, ade-
mas necrosis rdpida y progresiva, fiebre y hemdlisis hasta llegar a un estado de toxemia, choque
y muerte (Boyd et al ., 1972 & Boyd & Thomson, 1972 &, Cato et al., 1986 & Stevens et
al.,1997). Es capaz de contaminar heridas o asociarse con otras especies de clostridios, como
el Cl. novyi tipo A 6 B y el Cl. septicum y ocasionar la gangrena gaseosa (Boyd & Walker
1972).

La TA (Figura 1) desde 1941 ha despertado un particular interés como principal protago-
nista de las infecciones por CPA y los efectos que esta puede tener en los tejidos de animales
como sustrato de su actividad enzimética y letal (Zamecnik et al., 1947).



Figura .- 1 Conformacion de la toxina Alfa. El sitio activo es de color azul. (Tomado de:
www.cryst.bbk.ac.uk/~bcole04/ambrose.html )

Asi mismo la TA se considera el principal factor patogénico en el desarrollo de las mani-
festaciones téxicas de la gangrena gaseosa y la septicemia (Zamecnik et al.,1947 & Sato et al.,
1989). Su alta toxicidad se atribuye a la capacidad para hidrolizar la fosfatidilcolina y la esfin-
gomielina, componentes de la membrana de células eucariota (Lyristis et al., 1994); esta pro-
piedad se conoce como, actividad de fosfolipasa C ya que hidroliza la fosfatidilcolina en fosfo-
rilcolina y 1-2- diacilglicerol. (Logan et al., 1991 & Mitsui et al., 1973 & Ninomiya et al.,
1994). Esta toxina tiene un peso molecular alrededor de 49 kD. (Krug & Kent 1984) y esté for-
mada por 370 aminoéacidos (Logan et al., 1991 & Sato et al.,1989).

El interés por su efecto letal y el comportamiento de la TA provocé que se realizaran al-

gunos estudios al respecto. En 1968 Lynch report6 para ratones la relacién de los efectos letales
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de la TA, la via de administracién asi como la pureza de dos preparados de la toxina, correla-
cionados con el tiempo de sobrevivencia, destacando la via intraperitoneal como la que mata a
los animales en un menor tiempo. Mitsui en 1970, reporté una LD50 de 0.11pg por ratén de 15 a
17 g via intravenosa para ¢l purificado que preparé de la toxina. Después, Yamamoto y colabora-
dores en 1972 repitieron el trabajo de Lynch, pero esta vez utilizaron un purificado de la TA
fraccionado a través de una columna de Sephadex G100 y determinaron la importancia del gra-
do de pureza de los preparados de la toxina para la sobrevivencia de los ratones, ademés de des-
tacar la via intravenosa como la que proporcioné una muerte méas rdpida. Tso por su parte en
1989, aplicé diluciones en sales de Hanks de la toxina purificada en un volumen de 0.25 ml via in-
travenosa a ratones Balb/c de 18 a 22 g y observé que la dosis se encontraba en el rango de 0.03 a
0.1 pg.

Williams y colaboradores en 1993 describieron para ratones Balb/c de 18 a 22 g que la dosis
fue menor a 1 pg via intraperitoneal. Por otra parte (a través del servicio a clientes) la empresa
que vende el preparado comercial que se utiliz en este estudio nos informé que para conejos y
ratas, via intravenosa la LD50 es de 450 pg/ Kg. y de 1500 pg/ Kg. respectivamente, y que con
relacién a ratones desconocian la informacion.

La actividad de la toxina puede ser inhibida por anticuerpos contra esta, ya sea ex vivo
(Schoepe et al., 1997) 6 in vivo (Boyd et al., 1972 & Sato et al., 1989). Desde 1943 Evans con
dos estudios en coballos demostré el efecto de proteccién de la antitoxina alfa, para prevenir la
infeccién ocasionada por la bacteria comparando ésta propiedad con la poca o nula proteccion
de la antihemolisina y la antihialuronidasa las cuales no previnieron la enfermedad. Por otra
parte Boyd en 1972, llevé al cabo un experimento en ovejas donde utilizé balas contaminadas
con esporas de la bacteria para herir e inocular en la pierna a los ovinos. Después observé el
comportamiento de la bacteria en los animales desde dos puntos de vista, el primero a través de
la inmunizacién pasiva y el segundo de la inmunidad en forma activa, lleg6 a la conclusion de
la importancia de tener anticuerpos especificos contra la TA para evitar el establecimiento de la

enfermedad.



Tabla.-2 Las principales toxinas de Cl. perfringens diferencian las condiciones clinicas el tipo A
es el que mayor interés genera ya que afecta al hombre, el resto solo es de interés para la medi-
cina veterinaria.(Clarke et al.,1994).

Toxinas letales
o g € 1
alfa beta |epsilon| iota

Tipo Condicién Clinica

Gangrena Gaseosa
A Envenenamiento por alimento +
(Humanos y Animales)

B Disenteria en corderos ovejas y cabras + + +

C Enteritis necrotizante de la post-guerra + -+
Alemana anteriormente tipo F

D Infeccién intestinal en corderos, ovejas, +
cabras y posiblemente humanos,

E Ovejas y ganado bovino =+

II . Vacunas para Clostridios en animales.

En 1977, Kennedy y colaboradores aplicaron un toxoide comercial de Cl. perfringens ti-
po C en ganado bovino. Durante el estudio midieron la respuesta de anticuerpos en sangre, ellos
detectaron la presencia de anticuerpos contra la toxina beta antes de iniciar la vacunacién y des-
pués de una segunda aplicacién observaron un incremento de los niveles de anticuerpos. Asi

demuestran que con este producto se estimulé una buena respuesta inmune por anticuerpos. En



otro reporte los mismos autores complementaron la vacuna con un toxoide de la toxina epsilon
de Cl. perfringens tipo D, el cual aplicaron en ganado ovino y bovino donde observaron un
comportamiento de la respuesta inmune por anticuerpos similar al estudio anterior; lo que de-
muestra una buena antigenicidad para este tipo de vacunas. Sin embargo, en ambos estudios no
describen si la respuesta inmune obtenida protege adecuadamente de la enfermedad ante un de-
safio de la enfermedad.

Una combinacion de varias especies de clostridios con sus toxoides a la cual se le co-
noce como de 7 vias se utiliza en el ganado de engorda. Esta se acompafia de un adyuvante
oleoso y tiene la desventaja de ocasionar lesion en el sitio de aplicacién ademés de fiebre y pér-
dida del apetito (Stokka et al., 1994). En términos generales para las principales enfermedades
ocasionadas por los diferentes tipos de clostridios en animales domésticos, existen vacunas
comerciales (Walker, 1992).

Con relacién a Cl. perfringens tipo A y la TA para provocar inmunidad se ha descrito el
uso del toxoide, el cual requiere un proceso delicado y bajo condiciones especificas ya que fé-
cilmente pierde su antigenicidad, ademés permanece con restos de toxicidad (Ito, 1968).

En 1993 Williamson y Titball, utilizaron técnicas de manipulacién genética y produjeron
fragmentos de la TA con los cuales inmunizaron ratones y reportaron que el fragmento C-
terminal fue el que protegié contra los efectos letales de la toxina, ademés el mismo también
protegio ante un desafio de hasta 10 LD100 de Cl. perfringens tipo A.

Recientemente Bennett y colaboradores en 1999 describieron la utilizacién del virus de
vaccinia recombinante para expresar este fragmento ¢ inmunizar ratones, ellos observaron que

¢ésta provee proteccion contra un desafio letal con la toxina.

III . Adyuvantes para vacunas y los liposomas.

Recientemente los avances tecnoldgicos han resultado en la produccién de vacunas a
partir de subunidades y péptidos sintéticos pequefios (Azuma,1992). Por lo que el tipo de prepa-
raciones usadas en vacunas tradicionales es actualmente remplazada por inmunégenos mucho

mejor purificados y caracterizados, lo cual repercute en una mejor repuesta inmune. Asi se debe

6



considerar que la proteccion debe ser multifactorial e involucrar a un buen nimero de antigenos
(Reddy et al.,1992). Desafortunadamente estas vacunas son poco o nada inmunogénicas y no
estimulan buena proteccién si no son administrados con un adyuvante inmunolégico (Gregoria-
dis, 1990). Estos dltimos estin reconocidos por desempefiar principalmente 2 papeles, la esti-
mulacién no especifica de la resistencia del individuo contra infecciones y céncer y la potencia-
cién de la inmunogenicidad de las vacunas (Azuma, 1992). Lo més importante para una vacung
es proporcionar proteccién, no tener efectos secundarios adversos, ser barata, estable y adapta-
ble para vacunaciones masivas (Walker, 1992).

Existen varias formulas de adyuvantes para vacunas; por ejemplo, complejos de saponi-
nas con antigenos protéicos de membrana, polimeros plurénicos con aceite mineral (adyuvante
completo de Freund), productos bacterianos como el lipopolisacarido (LPS) y el dipéptido de
muramilo, (MDP), el hidréxido de aluminio (alumbre) y los liposomas (Gregoriadis, 1976).
Durante los ultimos 70 afios el alumbre es el uinico adyuvante aprobado para su uso en humanos
(Ulanova et al., 2001), aunque los adyuvantes de aluminio han sido utilizados ampliamente,
existen reportes de nédulos en el sitio de inyeccion, particularmente seguido de una inyeccién
subcutinea mas que una intramuscular. De hecho las sales de aluminio consistentemente indu-
cen reacciones granulomatosas en el sitio de inyeccion. También se han observado problemas
asociados con la variacion en las preparaciones de aluminio de un lote a otro resultando en va-
cunas con una potencia variable (Byars & Allison, 1987) y se menciona que es poco efectivo
con algunos antigenos como la hemaglutinina del virus de la influenza y no siempre provoca
una respuesta inmune celular (Allison & Byars, 1990). En medicina veterinaria existen diferen-
tes adyuvantes para vacunas y por mucho los més potentes son los aceites minerales y sus deri-
vados, desafortunadamente inducen la formacién de granulomas en el sitio de la inyeccién por
lo que no son aceptados para la vacunacién en humanos y ain en medicina veterinaria su uso
esta severamente limitado debido al dafio que se ocasiona a la carne y la pérdida en la canal
(Stokka et al., 1994).

Una opcién para estimular una respuesta inmune protectora sin los problemas antes men-
cionados son las vesiculas de fosfolipidos o liposomas, que se forman cuando los fosfolipidos y
otros anfipaticos polares son confrontados con exceso de agua ocasionando que se orienten or-

denadamente en estrechas membranas de bicapa concéntrica (Gregoriadis, 1976).



Figura.-2 Esquema de un liposoma donde se aprecia la bicapa de lipidos y espacio donde molé-

culas hidrosolubles pueden quedar atrapadas
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Cada liposoma ( Figura 2) representa una lamina bimolecular de lipidos sin romper, en el

proceso de formacién se atrapan o encapsulan agua o solutos si estdn presentes (Schneider,

1985). Alternativamente agentes solubles en lipidos y moléculas unidas a ellos pueden ser in-

corporadas a la membrana liposomal (Reddy et al.,1992). Los liposomas se han utilizado por

ser biodegradables no téxicos y facilmente dirigidos hacia el sitio de accién (Brynestad et al.,

1990). De esta manera se han podido utilizar sustancias que activan las propiedades tumoricidas

de los macréfagos como el Factor activador de macréfagos (MAF) el interfer6n gamma (INF-y)

asi como péptidos de muramil encapsulados en liposomas (Fidler, 1985). Por otra parte, se han

incorporado a los liposomas (Tabla 3) enzimas y hormonas como la citocromo oxidasa, y la

insulina para administrarse en pacientes deficientes de estas. Los liposomas se han usado para




ser adyuvante de antigenos bacterianos como la toxina del célera, el toxoide diftérico y el

toxoide tetanico (Gregoriadis, 1976).

Tabla.- 3 Algunos de los antigenos que han sido atrapados en liposomas y descritos como de
relevancia médica o en veterinaria. (Gregoriadis, 1976).

Toxoide diftérico. Glicoproteina de rabia.

Toxoide tetanico. Péptido de poliovirus 3VP2.

Toxina dei cdlera. LPS Salmonella typhimurium.
Antigenos de Mycobacterium leprae. Antigenos de tumor (L2C).
Proteinas de Neisseria gonorrheae. Antigenos de tumor de colon de rata.
Streptococcus pneumoniae tipo 3. Hexon de Adenovirus tipo 5.

Antigeno de superficie de Hepatitis B.  Antigeno de superficie de fibrosarcoma.

Para este iltimo, en 1989 Davis y Gregoriadis buscaron una relacién adecuada en la
composicion de los liposomas y el toxoide necesario para un efecto adyuvante. Al inyectar a
ratones con diferentes cantidades de toxoide en forma libre o encapsulado en liposomas de des-
hidratacién y rehidratacién (DRV) asi como unido covalentemente a la superficie de vesiculas
multilamelares (MLV). Dos inyecciones via intramuscular de cada preparacioén con intervalo de
4 semanas entre cada una estimularon la produccién de anticuerpos del isotipo IgG predominan-
temente de las subclases IgG1 e IgG2b. Ademds obtienen diferencias en la cantidad de anti-
cuerpos para las distintas preparaciones de liposomas segiin la concentracién de antigeno y
composicién de cada uno. Garcon, y colaboradores en 1988 continuaron con el estudio del
mismo antigeno encapsulado en liposomas DRV, estudiaron ¢l efecto adyuvante al ligar una
albiimina manosiliada. Ellos observaron ex vivo, que los liposomas manosiliados se unen selec-
tivamente a macréfagos peritoneales de ratones Balb/c con mayor intensidad que los no manosi-
lados.

Davis y Gregoriadis en 1989 con el mismo toxoide encapsulado en lioposomas estudia-
ron la respuesta primaria y el efecto adyuvante de algunos mediadores fisioldgicos y no fisiol6-
gicos. Observaron que la respuesta primaria, que no fue detectable con el antigeno libre, si fue
con la misma cantidad de antigeno (0.2 pg) proporcionado en liposomas, siendo la mejor res-
puesta en el rango de una proporcion de masa de fosfolipido liposomal por toxoide de ( 37.4: 1-
2857: 1). Cuando los rangos fueron mayores el efecto adyuvante se redujo a niveles muy bajos.

Asi mismo el uso de interleucina-2 (IL-2), INF-y y MDP atrapados cada uno junto con el toxoi-
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de en las proporciones adecuadas o encapsulados por separado, pero mezclados al momento de
inyectarlos, redujeron generalmente la respuesta primaria a niveles menores que aquella obteni-
da con el antigeno encapsulado solo.

Uno de los lipidos mas utilizados para elaborar liposomas es la fosfatidilcolina, desafor-
tunadamente la misma, es sustrato de la actividad enzimética de la TA. En 1988 Moreau y co-
laboradores describieron la actividad de la toxina sobre monocapas de fosfolipidos de diferentes
tipos donde destacan a la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y ¢l fosfatidilglicerol como
fosfolipidos resistentes a la actividad enzimética de la toxina. Nagahama y colaboradores en
1996, observaron los efectos de la toxina sobre liposomas multilamelares preparados con varios
fosfolipidos y colesterol. Ellos mismos en 1998, reportaron que el dafio de la toxina en la mem-
brana es debido a la accesibilidad especial del dominio C-terminal de la toxina hacia el residuo
insaturado acyl graso de la bicapa de fosfatidilcolina, la unién especifica del dominio N-
terminal con la fosfatidilcolina y entonces el rompimiento de la unién de fosfodiéster en posi-

cion 3 de la fosfatidilcolina por el dominio N-terminal de la toxina.
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HIPOTESIS

La toxina o de Clostridium perfringens tipo A atrapada en liposomas induce una respuesta in-

mune protectora.

OBJETIVOS

Objetivo Principal : Utilizar liposomas como adyuvante para estimular una respuesta in-

mune que proteja a los ratones contra la TA de CPA.

Objetivos Intermedios:

1) Calcular la dosis letal media (LD50) en ratones Balb/c con una preparacién comercial de la

toxina.
2) Elaborar liposomas que en su interior contengan la toxina alfa y medir la eficiencia de atra-

pamiento.
3) Aplicar el preparado toxina-liposomas en ratones Balb/c via M.

4) Evaluar la respuesta inmune y la proteccién obtenida, retando a los animales inmunizados

con 5 veces la LD50.

Objetivo final: Demostrar que los liposomas pueden ser ideales para obtener una vacuna que

confiera proteccién contra los efectos Ietales de la Toxina alfa de Clostridium perfringens tipo

A que afecta al hombre y los animales.
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MATERIAL Y METODOS.

Toxina alfa de CPA tipo XIV liofilizada SIGMA Chemical Co. México.
L-A-fosfatidiletanolamina dilauroyl SIGMA chemical Co. México.
Colesterol Avanti polar lipids U.S.A.

Microplacas 96 pozos fondo plano Nalge Nunc

Jeringa plastica desechable calibre 29 x 13 (1/2 pulgada) para 30 unidades de insulina.
Tubos Vacutainer con citrato de sodio.

Aguija para Vacutainer calibre 23

Pelicula blanco y negro APX formato 120 marca AGFA.

Sol. Amortiguadora de fosfatos sailino PBS constituido por:

1.9 mM NaH,POy (anhidro) 8.1 mM Na,HPOj (anhidro) 154 mM NaCl

Ajustarel PHa 7.2 (Yamamoto et, al.1972)

Sol. Amortiguadora de Boratos salino BBS constituido por:

0.17 M Na;B;0; 10 H;O 0.12 M NaCl
Ajustarel PH a 7.6 con NaOH (Tso & Siebel.1989)

Cuando se utiliza para las diluciones seriadas se agrega 0.1 mg de albimina sérica bovina /ml

Centrifuga Eppendorf 5415 C

Extruder lipiex biomembranics, Vancouver Canada
Sonicador Branson modelo 3210

Centrifuga refrigerada para tubos y placas Beckman
Microplate autoreader Bic-tek instruments EL311
Campana de flujo laminar Labconco

Vortex

Microscopio electrénico de transmision Zeiss EM-109
Ultra micrétomo MTX
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I.- Calculo de la dosis letal media LDso

A.- Preparado de la toxina: Se utilizé un purificado comercial liofilizado de la toxina

alfa de CPA el cual fue resuspendido en solucién amortiguadora de fosfatos salina (PBS) donde

la concentracion final fue de 0.4 mg / ml.

B.- Ratones: Para este trabajo se utilizaron ratones Balb/c. de 18 a 22 g de peso. Los anima-
les provenian del bioterio de la Facultad de Ciencias Biol6gicas, los mismos fueron conservados

bajo régimen de alimentacion y agua a libre acceso y en condiciones higiénicas acordes a este

tipo de ensayos.

C.- Aplicacion de la toxina: La administracion de la toxina se realiz6 en la vena caudal en

la base de la cola. Los ratones fueron inyectados previa limpieza con gasa impregnada de alco-
hol y aplicacién de xilol para provocar dilataciéon de la vena. Cada dosis de la toxina fue calcu-

lada y ajustada para que el volumen final que se aplicara a cada rat6n fuera de 0.25 ml.

D.- Método de calculo de dosis media letal: Para obtener la dosis que mata al 50 % de

la poblaciéon o LDso se aplic6 la siguiente férmula acorde al método descrito por Reed y

Muench. Cada ensayo fue repetido una ocasién.

1.) Se llena el siguiente cuadro con los datos obtenidos.

Total de Total de Nimero

Dosis | Vivos | Muertos Vivos Muertos | Acumulado

% Mortalidad

Dosis = llenar con las diferentes dosis

Vivos = Animales que sobre viven a cada dosis

Muertos = Animales que mueren en cada dosis

Total de vivos = Sumar los animales vivos acumulativamente hacia abajo

Total de muertos = Sumar los animales muertos acumulativamente hacia arriba
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Nimero Acumulado = Es la suma horizontal de total de vivos y total de muertos

% Mortalidad = La diferencia entre el total de muertos y el nimero acumulado expresado en

porcentaje

2.) Se aplica la siguiente formula para los datos del cuadro.

C=A-50/A-B

LDso = (C) (D) + *(E)

Donde se sustituyen los datos.
A = Porcentaje de mortalidad por arriba del 50 %
B = Porcentaje de mortalidad por abajo del 50 %
C = Distancia Proporcional
D = Logaritmo del factor de dilucién
E = Dilucidn en la cual el porcentaje de mortalidad esta por abajo del 50%

* En este caso debido a que el mimero que se obtiene de la multiplicacién (C) (D) es negativo,

en iugar de ser sumado en forma directa se cambia a positivo y aplica sumado ya que asi lo in-

dica la caracteristica.
3.) Criterio para definir vives de muertos.

El criterio fue verificar a las 24 h después de aplicada la TA, aquel ratén que ain pre-

sentaba capacidad para respirar fue considerado vivo sin importar otras condiciones o que falle-

ciera después.
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IL- Elaboracion de liposomas y eficiencia de atrapamiento.

A.- Disefio de liposomas: Debido a que no existe experiencia para realizar liposomas con

la actividad enzim4tica de la toxina intacta, se decidié por su facilidad y versatilidad, elaborar

vesiculas multilamelares grandes (MLV) con fosfatidiletanolamina sintético y colesterol en un
rango molar de 4.1 . Los liposomas fueron realizados en apego a la técnica descrita por Brynes-

tad, y colaboradores en 1990, para realizar vesiculas multilamelares grandes con algunas mo-

dificaciones, siendo como sigue:
1.) Elaboracion de liposomas.

1.1) Se procedi6 a calcular la proporcion de masa peso volumen para la fosfatidiletanolamina y
el colesterol.

1.2) Se coloc6 en un matraz de vidrio de 25 ml limpio y estéril, 11 mg de L-A- fosfatidiletano-
lamina, 2 mg de colesterol, 4 ml de cloroformo y 1 ml de metanol, se mezclaron manual-
mente por 15 min.

1.3) Bajo flujo continuo de N2 y rotacion manual constante se evapor6 el cloroformo y metanol
hasta producir una pelicula fina de fosfolipidos en la pared del matraz.

1.4) La mezcla se hidraté con 5 ml de PBS en ¢l cual se disolvieron 50 pg de la TA. El prepara-
do se sell6 y guardé a 4 ° C durante 24 h.

1.5) En bafio Maria la mezcla se calenté de forma gradual hasta alcanzar la temperatura de tran-
sicion entre los 45° a 50° C de inmediato se agito en un vortex durante 20 a 30 min hasta
que se disolvié completamente la pelicula de fosfolipidos y se formaron las vesiculas multi-
lamelares con la toxina incorporada.

1.6) El material obtenido ayudado por nitrégeno a presion es pasado a través de un extrusor,
para obtener vesiculas multilamelares de tamaiio uniforme, utilizando membranas de poli-

carbonato de 100 nm de didmetro repitiendo este paso 2 0 3 ocasiones.
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1.7) El resultado del paso anterior, liposomas con TA (L-TA) son colocados en viales de 1 ml y
almacenados a 4° C hasta ser utilizados. Como control también se elaboraron liposomas a

los cuales no se agrego la TA.

2.) Caracterizacion de liposomas por microscopia electréonica de transmision.

La microscopia fue realizada para verificar la formaci6n de liposomas MLV.

Las muestras se someten al siguiente tratamiento:
2.1) Centrifugada a 2,500 r.p.m. 5° cada paso.
2.2) Fijada en glutaraldehido al 2.5% por 30°.
2.3) Lavada en amortiguador de cacodilatos-sacarosa por 5°.
2.4) Postfijada en tetradéxido de osmio 2% por 30°.
2.5) Lavada en el mismo amortiguador por 5°.
2.6) Colocada en nitrato de uranilo1%, acuoso, por 30°.
2.7) Lavada en el mismo amortiguador por 5°.
2.8) Deshidratada en:
Acetona 30% por 5°
Acetona 50% por 5’
Acetona 70% por 5°
Acetona 90% por 5°
Acetona 100% por 5’
2.9) Preincluida en la mezcla acetona-resina epéxica (1:1), toda la noche a 4°C.
2.10) Incluida en resina epéxica pura a temperatura ambiente por hora.
2.11) Polimerizada a 60°C.

Los cortes semifinos se realizaron con cuchillas de vidrio en ultra micrétomo y se tifieron con
azul de metileno, se observaron y fotografiaron en fotomicroscopio. Los cortes finos se contras-
taron con acetato de uranilo y acetato de plomo para ser observados al microscopio electrénico

de transmisién. De donde se tomé el registro de las imagenes.
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B.- Extraccion de la toxina de los liposomas: Para conocer la cantidad de toxina que

fue atrapada en liposomas, se procedié a extraer la misma con ¢l siguiente procedimiento:

1.) Lavado de liposomas.

Las moléculas de TA que se quedaron sin incorporar en el exterior de los liposomas fueron
eliminadas con el siguiente procedimiento:
1.1) La suspension de L-TA obtenida fue centrifugada 5 min a 12000 r.p.m. obteniéndose un
sedimento adherido en el fondo del vial.
1.2) Por decantacién la solucién de PBS-TA fue desechada.
1.3) El sedimento se resuspende al agregar 1ml de PBS y agitaciéon manual, se repitieron los

pasos anteriores en 3 ocasiones. En el dltimo solo se resuspendio el preparado.

2.) Sonicado de liposomas.

Una vez lavados los liposomas y para romper la estructura bipolar que se forma por parte de

los lipidos y extraer la TA del interior de los liposomas se utilizé la sonicaciéon como se describe:

2.1) Diferentes viales de liposomas lavados son colocados en el aparato sonicador durante 3,5,
10, 15 y 20 min.

2.2) Asi mismo se coloco un ml de PBS en un vial con una concentracion conocida de TA para

ser sonicada en forma paralela.

3.) Choque térmico.

La TA en PBS y los L-TA lavados fueron sometidos a un choque térmico de —20° C hasta
37° para ocasionar la cristalizacién y ruptura de la bicapa de lipidos y liberar la TA.
3.1) En viales de 1.5 ml fueron colocados 1 ml de L-TA y 1 ml de TA en PBS en una concen-
tracién de .125 pg / ml.
3.2) Estos viales fueron congelados por 24 h a -20° C
3.3) Los viales congelados fueron colocados en un bafio Maria a 37° C hasta que volvieron a

recuperar el estado liquido, aproximadamente 4 min.
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3.4) Las muestras son centrifugadas 5 min a 12 000 r.p.m. y el sobrenadante es colocado en via-

les nuevos para la prueba de hemédlisis.

C.- Actividad hemolitica de la toxina alfa: Una vez libre 1a TA de los liposomas se
procedio a calcular su actividad hemolitica y asi estimar la cantidad de TA liberada, para lo cual
se utiliz6 la prueba de hemdlisis en microplaca con frio y calor, en base a la técnica descrita por

Tso y Siebel en 1989 con algunas modificaciones qué a continuacion se detallan:
1.) Obtencion y preparacion de eritrocitos de carnero.

1.1) Mediante puncién de la vena yugular aguja calibre 23 y con sistema de tubos con vacio
comerciales con citrato de sodio como anticoagulante, se extrajo sangre de ovinos adultos
de raza pelibuey previa depilacion y limpieza de la zona.

1.2) La muestra de sangre fue centrifugada a 4° C a 2000 r.p.m. 10 min.

1.3) El plasma y los leucocitos fueron retirados, solo se conservaron las células rojas.

1.4) Los eritrocitos fueron lavados por lo menos 5 veces con solucién isoténica amortiguadora

de boratos (BBS) y las células fueron suspendidas al 1% (vol/vol) en la misma soluci6n.
2.) Prueba de hemolisis en frio y calor en microplaca.

2.1) Para hacer diluciones seriadas al doble en una placa de 96 pozos fondo plano se colocé por
duplicado una cantidad conocida de la TA disuelta en BBS al cual se le agreg6 0.1 mg./ ml
de albimina sérica bovina, para un volumen final por pozo de 0.15 ml.

2.2) En la misma placa se colocé 0.15 ml del sobrenadante de L-TA lavados o los problemas a
verificar.

2.3) De los eritrocitos de carnero preparados se agregé 0.15 ml a cada pozo para un volumen
final de 0.300 ml.

2.4) Se incubé en bafio Maria a 37° C 30 min. seguido de un enfriamiento a 4° C por el mismo

tiempo.

2.5) Después de centrifugar la placa a 2500 r.p.m. por 10 min se tomaron 200 ul para determi-

nar la liberacién de hemoglobina en un lector de microplacas a 540 nm.
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3.) El calculo de la eficiencia de atrapamiento de la TA.

Las lecturas obtenidas en el lector son promediadas y se analizan en una prueba de regre-

sién lineal simple.

III Aplicacion del preparado toxina-liposomas (L-TA)

Para la aplicacion de la L-TA se tomo como referencia el esquema utilizado por Logan y
colaboradores en 1991 con algunas adecuaciones. Phillips y Emili en 1992 describen en su trabajo
la importancia de la via intramuscular para estimular predominantemente enticuerpos de la clase IgG
y del isotipo IgG1 en liposomas compuestos de fosfatidilcolina y colesterol, motivo para utilizar esta
via de administracion.

A.- Estrategia de inmunizacién.

Se aplic6 una dosis inicial 3 ng/ ratén del preparado L-TA en el grupo de musculos del
fémur de cada animal (Fig. 3) seguido de una segunda y tercera aplicaciones iguales a la prime-

ra, con intervalo de 7 dias entre cada una de ellas.
B.- Modelo animal.

Para esta parte se utilizaron ratones (Fig. 3) Balb/c. de 10 a 14 g de peso. Un grupo placebo in-
munizado con liposomas sin TA y otro grupo inmunizado con L-TA. Cada grupo consté de 6
elementos y la prueba se realizé por duplicado.
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Fig.- 3 La suspension de L-TA fue aplicada en cada raton de la cepa Balb/c en el miembro pos-

terior derecho inicialmente e intercambiando de lado en cada subsiguiente aplicacién.

IV.- Desafio de animales.

7 dias después de finalizar el esquema de inmunizacién se realizo el desafio por via in-
travenosa en la base de la cola con 5 LD50 / ratén (12.7 pg). Los ratones fueron observados por
24 h para fines de medicién de la prueba, sin embargo los sobrevivientes se conservaron en ob-

servacion por 6 semanas.



RESULTADOS

L- Calculo de la dosis letal media.

A.) Llenado de cuadro para aplicar el método de Reed y Muench.

El primer ensayo se realizé con 3 grupos de 6 ratones cada uno (Tabla 4) y la dosis de

inicio fue la que se reporta con mas frecuencia en la literatura. Donde ningin animal murié, por

lo que se decidié explorar dosis mayores y posteriormente menores tablas 5, 6, y 7.

Tabla.- 4 Los ratones utilizados para esta dosis manifestaron en términos generales sintomas

como pelo hirsuto, depresion, anorexia, necrosis leve en la zona de aplicacion pero no murieron

Dosis | Vivos | Muertos | Total Vivos | Total muertos | Nim. acum.. | % Mortalidad

110ng.| 6 0 30 0 30 0%
50ng. [ 6 0 20 0 20 0%
10ng | 6 0 10 0 10 0%

Tabla.- 5. En este ensayo con el propdsito de consumir un niimero menor de ratones se redujo el

numero de elementos por grupo. Todos los ratones fallecieron en menos de 3 h.

Dosis | Vivos | Muertos | Total Vivos | Total muertos | Niim. acum.. | % Mortalidad
20 pg 0 3 0 9 9 100%
15 pg 0 3 0 6 6 100%
10pg | 0 3 0 3 3 100%
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Tabla.- 6. Las observaciones para este ensayo son las mismas que en ¢l grupo anterior con dife-

rencia de que requieren mas tiempo para morir y que dos ratones sobreviven en la dosis mas

baja.
Dosis | Vivos | Muertos | Total Vivos | Total muertos | Nim. acum.. | % Mortalidad
5ug 0 3 0 10 10 100%
4 ug 0 3 0 7 7 100%
3ug 0 3 0 4 4 100%
2ug 2 1 2 1 3 33%

Tabla.- 7. Para esta prueba en cada grupo el factor de dilucién se diferencio 0.2 pg entre cada

uno, observandose una distribucién adecuada para aplicar el método de Reed y Muench.

Dosis | Vivos| Muertos | Total Vivos | Total muertos | Nam. acum.. | % Mortalidad
3pug 0 6 0 21 21 100%
28pug | O 6 0 15 15 100%
26pug | 2 4 2 9 11 81%
24pg | 3 3 -5 5 10 50%
22pg | 4 2 9 2 11 18%

B.) Aplicacion de datos del cuadro a la formula,

C=81-50/81-18
C=31/63 =0.49
LDso = (0.49) (-0.698) + *(2.2)
LDso= (-0.342) + *(2.2)

LD50 = 2.54 pg/ ratén Balb/c de 18 a 22 g de peso via intravenosa.



I1.- Liposomas y eficiencia en el atrapamiento.

A)) El calculo para la proporcién de masa peso volumen,

Para la fosfatidiletanolamina y el colesterol fue de la siguiente manera.

Fosfatidiletanolamina
g= Masa Volumen  Peso Molecular
g=@x107)  (0.005) (579.8)
g= 0.011596 mg=11
Colesterol
g=(1x10%)  (0.005) (386.7)

g=0001933 mg=19

B.) Medicion de la actividad hemolitica de las diferentes preparaciones.

En la tabla 8 se aprecia un comparativo de las pruebas realizadas. En los liposomas lava-
dos con y sin TA atrapada no fue posible detectar actividad hemolftica, las pruebas se realizaron
al finalizar la elaboracién de los liposomas y después de 6 semanas de refrigeracién.

Las muestras de L-TA que fueron sonicadas durante 5, 10 y 15 min. no mostraron actividad
hemolitica. Sin embargo a los 20 min. la actividad fue calculada en 0.036 ng /ul aproximada-
mente.

Cuando la TA en PBS fue sonicada durante 3 min no se apreci6 glteracién en su actividad
hemolitica pero al ser sonicada 5 min o més perdi6 la mencionada actividad.

El material que se obtuvo del primer paso del lavado de liposomas di6 una medicién de 0.846
ng / pl . No se detectd actividad hemolitica en el resto de los lavados.

El choque térmico, no ocasioné alteracién aparente a la TA en su actividad hemolitica.

Los L-TA sometidos al choque térmico mostraron actividad hemolitica de 0.38 ng / pl



Tabla.- 8 La TA no sufre alteracién en su actividad hemolitica por efecto del choque térmico,
sin embargo es susceptible al efecto de la sonicacién.

Liposomas sin TA Actividad hemolitica no
lavados detectable

TA sonicada 3’ (0.5 ng/pl) Actividad hemolitica sin alteracién

TA sonicada 5’0 mds (0.5 ng/ul) |Actividad hemolitica no

detectable
L-TA lavados Actividad hemolitica no
detectable
L-TA sonicados Actividad hemolitica no
15’0 menos detectable
L-TA sonicados 20’ 0.036 ng / ul
Soluciéon PBS-TA
1 favado 0.846 ng / pl

TA choque térmico (0.5 ng/ul) |Actividad hemolitica sin alteracién

L-TA choque térmico 0.038 ng/

C.- Fotografias y descripcion de los liposomas

El método para elaborar liposomas que se utilizé, dio como resultado vesiculas de
aproximadamente 150 nm de didmetro con espacio central interior grande y una ldmina do-
ble estrecha de por lo menos dos capas de una combinacién 4 a 1 de fosfatidiletanolamina y
colesterol respectivamente las imagenes de la fotografia original, han sido aumentadas de
tamaiio para ser apreciadas de mejor forma. Algunas fueron marcadas con un color para se-
leccionar el centro del liposoma la magnificacién total varia de 28,800 hasta 120,000 au-

mentos.



Figura.-4 Esta fotografia muestra liposomas de tamatfio similar, la imagen original fue tomada a
28,800 aumentos y se ha magnificado con la computadora tratando de distorsionar lo menos
posible la forma original de la misma y llegar a apreciar mejor la forma esférica de los liposo-
mas, sin embargo uno de ellos pierde su mencionada forma, por razones desconocidas. El espa-
cio central fue seflalado con un marcador. La fotografia es en blanco y negro.




Figura.-5 En esta imagen tomada a 120,000 aumentos se aprecia dos vesfculas aparentemente de
diferente tamafio sin embargo la mas pequefia podrfa ser solo una parte de la esfera. En la su-
puesta grande se aprecia el espacio central interior amplio y una linea doble estrecha de por lo

menos dos laminas de fosfolipidos formando bicapas con un breve espacio acuoso entre ellas.




Figura.-6 De la figura 4 utilizando la computadora se seleccioné una seccién para aumentarla de
tamafio y tratar de apreciar la linea doble estrecha formada por las dos laminas de fosfolipidos
ordenadas en bicapas. El espacio acuoso entre las bicapas no se aprecia totalmente.




II1.- Desafio de animales inmunizados.

La sobrevivencia de los animales después de 24 h se describe en el Tabla 9. El 66 % de
los ratones sobreviven al periodo de observacién inicial, después de 72 hs. aproximadamente
solo el 33.3 % de los animales se encontraron vivos. Los sobrevivientes presentaron necrosis de

la zona donde se aplicé la TA. Después de 14 dias se recuperaron por completo de la lesion,

solo se observé la cicatriz en el sitio de aplicacién de la TA. Figuras 7,8 y 9.

Tabla.- 9 Después de 24 h un animal muere, manifestindose letérgico con respiracién aumenta-

da y superficial asi como posteriormente otro ratén comienza a presentar incoordinacién antes

de morir.

Tnnvadizdcitn % Sobreviven- | % Sobreviven- | % Sobreviven- | %Sobreviven-
cia/24 h cia /48 h cia/72h cia/ 6 sem.
L-TA 0.3ng/ratén 66.6 50 333 333
Liposomas sin TA 0
Sin inmunizar 0




Figura.. 7 En esta imagen se aprecia la zona perianal en uno de los ratones utilizados para este
ensayo donde hay deformacién por la necrosis ocasionada por la toxina.




Figura.-8 En esta imagen se puede apreciar la zona granulomatosa en la parte lateral izquierda

de las primeras vértebras coccigeas. Zona donde fue aplicada la toxina.
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Figura.-9 En esta imagen se aprecia una zona alopécica después de catorce dias de haber sido
aplicada la toxina no hay granulomatosis aparente solo la lesién en piel y después de seis sema-

nas el pelo no creci6.

31



DISCUSION

El CPA produce en medio de cultivo varias exotoxinas y en forma paralela algunas en-
zimas, siendo la TA la principal, por su actividad bioldgica y bioquimica es conocida como le-
tal, hemolitica, necrética y de fosfolipasa C.(Krug, 1986 & Nagahama et al., 1998)

La informacion que existe con respecto a la dosis letal media es muy similar pero se
aprecian algunas variaciones que dependen de coémo se obtiene la toxina, la forma de purificar-
la, la edad, o peso de los ratones y la via de administracién. Schoepe en 2001 reportd una dosis
de 1.6 pg para ratones NMRI de 6 a 8 semanas de edad via intraperitoneal con un peso aproxi-
mado de 26 g. Este dato no coincide con lo que se observé en este trabajo ya que la LD50 calcu-
lada supera por poco menos de 1 pg al reporte mads reciente. Sato y colaboradores en 1989 des-
cribieron en su trabajo que cuando la TA se trata entre S0° y 70° C ésta forma agregados y su
actividad enzimética se pierde, sin embargo entre los 80 y 100° C la TA se torna mondmero y
recupera su actividad enzimética. Otra observaciébn que los mismos hacen es que la toxina
cuando se trata con EDTA, reduce su actividad em un 20% con respecto a la toxina original. Al
agregar zinc o al calentarse a 90° C la actividad se recupera casi por completo. Asf mismo men-
cionan que estas toxinas modificadas muestran diferente afinidad con respecto a anticuerpos
monoclonales, resultado que podrfa reflejar una alteracién estructural de la toxina modificada.
En 1984 Krug describe a la TA como una metalo-enzima ya que réquiere para su actividad de
iones de zinc. Moreau en 1988 reporta que los ionps de calcio son esenciales para la unién a los
lipidos mientras que los iones de zinc estin involucrados especificamente en la hidrélisis catali-
tica del sustrato, por lo tanto para tener una actividad completa se requiere simultdneamente de
ambos iones. Al cuestionar al proveedor de nuestras observaciones ellos respondieron que la
actividad de fosfolipasa, que se ostenta en la etiqueta del producto no se ve alterada por el pro-
ceso de liofilizacidn, pero mencionan desconocer si por el mismo se afecta la actividades hemo-
litica y letal de la TA. Estas actividades se localizan en diferentes epitopos de la toxina y son
independientes (Schoepe et al., 1997). Mollby em 1976 comparg estas actividades mediante una

cepa de referencia y cepas que provenian de aislamientos frescos humanos, destacando que en
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algunos casos las actividades mencionadas son iguales pero en otros es superior, lo cual de-
muestra diferencias entre bacterias de la misma especie. Por otra parte Murrell y colaboradores
en 1993 observan que quizds debido al almacenado de las muestras con las que trabajaron la
enterotoxina de Clostridium perfringens perdia la actividad letal en ratones.

En este estudio hemos utilizado un purificado comercial liofilizado y reconstituido en
PBS situacién que no se observa en las referencias revisadas, los argumentos antes expuestos
quizas explican en cierto grado la diferencia entre los resultados de este trabajo y lo reportado
en la literatura aun y cuando el proceso de liofilizacién no deberia alterar la actividad biolégica
de la TA.

En relacidn al fosfolipido utilizado podemos mencionar que la fosfatidilcolina debido a
sus caracteristicas es uno de los lipidos més utilizados para elaborar liposomas desafortunada-
mente la misma, es sustrato de la actividad enzimética de la TA. Nagahama y colaboradores en
1996, reportaron los efectos de la toxina sobre liposomas multilamelares preparados con varie-
dades de fosfatidilcolina y colesterol. En 1998 ellos mismos describen que el dafio por la TA en
la membrana es debido a la accesibilidad especial que presenta €l dominio C-terminal de la
misma hacia el residuo insaturado acyl graso de la bicapa de fosfatidilcolina. En 1988 Moreau y
colaboradores describieron la actividad de la toxina sobre mono capas de fosfolipidos de dife-
rentes tipos donde destacan a la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y el fosfatidilglicerol
como fosfolipidos resistentes a la actividad enzimatica de la toxina. Estas observaciones nos
llevaron a utilizar fosfatidiletanolamina como principal lipido y como e¢lemento estabilizador de
la estructura de la bicapa se agregé colesterol (Schneider, 1985). Esta mezcla brindé liposomas
multilamelares de aproximadamente 150 nm con capacidad de atrapar la TA. Ademds los mis-
mos, demostraron ser estables en refrigeracion por lo menos durante seis semanas y resistentes
al efecto de sonicacién hasta por quince min. Sin embargo un choque térmico de —20° C hasta
37° C fue suficiente para lograr romper los liposomas y liberar su contenido.

Con respecto a la integridad de la L-TA al ser aplicada a los ratones, se puede decir que
aparentemente conservd su estructura ya que durante €l ensayo no fue posible apreciar algin
signo clinico de toxicidad, dolor al inspeccionar manualmente el miembro o dafio en la zona
donde se inyect6, sin embargo al considerar la cantidad tan pequefia de TA que fue aplicada, no
es factible apreciar clinicamente algiin dafio por la posible liberacién de la toxina. Uzal y cola-
boradores en 1999 atraparon la toxina iota de Clostridium perfringens tipo D y lo aplicaron en
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cabras, ellos describen en su trabajo que considerando las condiciones de ese experimento al
igual que nosotros no podriamos aseverar que no existe dafio a nivel de tejidos o garantizar que
la toxina permanece en el interior del liposoma. Como antecedente de la resistencia de los lipo-
somas en tejidos, Gregoriadis en 1976 describe que liposomas examinados al microscopio elec-
trénico antes y después de haber sido incubados con plasma mostraron re\t"ener su forma esféri-
ca, y menciona que mientras las proteinas estén atrapadas en el interiog %I liposoma ambos
comparten el mismo destino. También reporta que la neuraminidaza de Clostridium perfringens
atrapada en liposomas permaneci6 latente a todos los intervalos de tiempo que fue examinada,
la actividad se detect6 solo hasta que los liposomas fueron desbaratados por el uso de un deter-
gente. Estas observaciones pudieran ser apreciadas en los liposomas aqui obtenidos sin embargo
analizar el comportamiento de los mismos en ¢l tejido animal no es competencia de este traba-
jo.

En lo que concierne a la via de administracién podemos mencionar que Phillips en 1991
obtuvo una respuesta de anticuerpos en ratones Balb/c del isotipo IgG predominantemente IgG1
para tres diferentes antigenos de origen proteico razdn para aplicar la L-TA via intramuscular.
La dosis que se utilizé fue aproximadamente 3 ng / ratén en tres ocasiones, suficiente para es-
timular una respuesta que protegié parcialmente contra el efecto letal de la TA.

Para este trabajo nuestra intencién no fue establecer una dosis adecuada para la inmuni-
zacion, solo se buscé ver si se podia atrapar la toxina en liposomas y sj esto podia proteger a los
ratones contra un desafio letal con la TA. Por lo que consideramos que estudios posteriores
sean disefiados para establecer la dosis apropiada para la inmunizacién en un protocolo de do-
sis-respuesta, la incorporacidn de la toxina en los liposomas con relacién al rango de masa de

fosfolipidos y toxina y la respuesta inmune que se obtiene.



CONCLUSIONES

La dosis letal media que se observa en este trabajo es mayor a los reportes encontrados
en la literatura. Creemos que la toxina se pudo haber afectado por el proceso de liofilizacidn y
que por lo menos la actividad letal sufrié una leve alteracién. Desconocemos si las demés acti-
vidades bioldgicas se ven afectadas ya que no fue interés de este trabajo buscar alteraciones de

esa indole.

Bajo las condiciones descritas para este ensayo hemos demostrado que es posible, utili-
zando una preparacién comercial, atrapar la TA en liposomas y que el material la preparacién
obtenida es estable en refrigeracion por lo menos durante 6 semanas. La misma dista mucho de
ser la mejor con respecto a la cantidad de toxina atrapada empero el procedimiento utilizado de
inmunizacién con L-TA provoco proteccion contra los efectos letales de la TA, en més de la

mitad de los ratones utilizados en el desafio.

Aun y cuando no esta definido cual es la mejor concentracién de antigeno en liposomas
para el proceso de inmunizacién con L-TA, los datos observados en gste trabajo son punto de
referencia para buscar mejorar el disefio de los liposomas. Quedando claro que se debe de op-
timizar la relacion del rango molar para buscar una mayor concentracién de toxina atrapada. Lo
cual puede representar una mejor respuesta inmune y lograr elaborar una vacuna que proteja

contra las enfermedades ocasionadas por el CPA.
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PERSPECTIVAS

El haber logrado atrapar la TA en liposomas, aplicarla en ratones y provocar la proteccién de
los mismos contra los efectos letales de la toxina, solamente es el primer paso de temas posibles de
investigacién; conocer si la relacién de la toxina atrapada en liposomas es la mejor para estimular
proteccion, si la via de administracion es la adecuada para este preparado, es lo observado en rato-
nes aplicable a otras especies, conocer el comportamiento de la L-TA a nivel tisular, que tipo de res-
puesta inmune se desencadena. Estos temas son de interés si pensamos en elaborar un bioldgico que
pueda ser utilizado para inmunizar a humanos y evitar la infeccién por esta bacteria, ademas es per-
tinente recordar que es considerada un arma biolégica y no existe una vacuna adecuada para huma-~
nos. Este trabajo solo es la preparacion de un campo fértil dentro de la investigacion en las dreas de
la inmunologia y microbiologia con respecto a Clostridium perfringens y la toxina alfa.

36



BIBLIOGRAFiA

-Allison,A.C ; Byars,N.E. ; (1990) ; Adjuvant fotmulations and their mode of action; Sem. Immu-
nology.; 2 ; 369-374.

-Azuma, I. ; (1992) ; Synthetic immunoadjuvants: application to non-specific host stimulation and
potentiation of vaccine immunogenicity ; Vaccine; 10 ; 14 ; 1000-1006.

-Boyd, N.A.; Thomson, R.Q. ; Walker, P.D. ; (1972) ; The prevention of experimental Clostridium-
novyi and CL. Perfringens gas gangrene in high-velocity missile wounds by active immunization. ;
J.Med.Microbiol. ; 5 ; 467-472.

-Boyd,N.A. ; Walker,P.D. ; Thomson,R.O. ; (1972) ; The prevention of experimental Clostridium
novyi gas gangrene in high-velocity missile wounds passive immunization.; J.Med.Microbiol. ;5 ;
459-465.

-Byars N.E. ; Allison A.C.; (1987) ; Adjuvant formulation for use in vaccines to elicit both cell-
mediated and humoral immunity; Vaccine ; 5 ; 3 ; 223-228.

-Brynestad,K. ; Babbitt,B.; Huang L. ; Rouse,B.T. ; (1990) ; Influence of peptide acylation, liposome
incorporation,and synthetic immunomodulators on the immunogenicity of a 1-23 peptide of glico-
protein D of Herbw simplex virus : implications for subunit vaccines.

-Cato,E.P. { Lance,W. ; Finegold,G.; Finegold. ; (1986) ; Bergey's manual of sistematic bacteriology
; Sneath,P.H. ; Mair,N.S.; Sharpe M.E. ; Holt,J.G. Ed. ; William & Wilkins, U.S.A. ; 1179-1182.
-Clarke,L.E.; Dickmann-Guioy,B. ; McNamme,W. ; Java Jr. D.J. ; Weiss,SM. ; (1994) ; Enteritis
necroticans with midgut necrosis caused by Clostridium perfringens. ; Arch.Surg. ; 129 ; 557-560.
-Davis,D.; Gregoriadis,G. ; (1987) ; Liposomes as adjuvants with immunopurified tetanus toxoide :

influence of liposomal characteristics; Immunology ; 61 ; 229-234.

37



-Davis,D. ; Gregoriadis,G. ; (1989) ; Primary immune response to liposomal tetanus toxoide in mice:
the effect of mediators ; Immunology ; 68 ; 227-282.

-Evans,DG.; (1943) ; The protective properties of the alpha antitoxin and antihyaluronidase occur-
ring in CL. Welchii type A antiserum ; J.Pathol. Bacteriol. ; 55 ; 427434,

-Evans,DG.; (1943) ; The protective properties of the alpha antitoxin and theta antihaemolysin oc-
curring in CL. Welchii type A Antiserum. ; The british J. Exp.Pathology ; 24 ; 3 ; 81-88.

-Fidler.L ; (1985) ; Macrophages and Metastasis —A Biological Approach to Cancer Therapy: Presi-
dential Address. ; Cancer Res. ; 45 ; 4714-4721.

-Garcon.N. ; Gregoriadis. G. ; Taylor. M. ; Summerfield. J. ; (1988) ; Mannose-mediated targeted
immunoadjuvant action of liposomes. ; Inmunology ; 64 ; 743-745.

-Gregoriadis. G. ; (1990) ; Inmunological adjuvants: a role for liposomes ; Inmunology Today ; 11 ;
3;89-97.

-Gregoriadis. G. ; (1976) ; The Carrier Potential of Liposomes In Biology and Medicine ; The New
England J. Med. ; 23 ; 704-710.

-Gregoriadis. G. ; Davis. D. ; Davis. A. ; (1987) ; Liposomes as immunological adjuvants: antigen
incorporation studies ; Vaccine ; 15 ; 145-150.

-Hauschild,A.H.W. ; Nilo, L. ; Dorward, W.J. ; (1971) ; The role of enterotoxin in Clostridium per-
fringens type A enteritis ; Can.J.Microbiology ; 17 ; 987-991.

-Ito, A. (1968) ; Alpha Toxoid of Clostridium Perfringens 1. Purification and Toxoiding of Alpha of
C. Perfringens. ; Japan J. Med. Sci. Biol. ; 21, ; 379-391.

-Kameyama, S. ; Sato,H. ; Murata, R. ; (1972) ; The role of a-toxin of Clostridium perfringens in

Experimental gas Ganngrene in Guinea Pigs. Japan J. Med. Sci. Biol. ; 25 ; 200.

38



-Kennedy K K. ; Norris, S.J. ; Beckenhauer, W.H. ; White, R.G. ; (1977) ; Antitoxin response in
cattle vaccinated with Clostridium Perfringens Type C Toxoid. ; Vet.Med./Small Anim. Clinician ;
1213-1215.

-Kennedy , K.K. ; Norris, S.J. ; Beckenhauer, W.H. ; White, R.G. ; (1977) ; Vaccination of Cattle
and Sheep with a Combined Clostridium perfringens Types C and D Toxoid. ; Am. J Vet Res. ; 38 ;
1515-1517.

-Krug, E.L. ; Kent, C. (1984) ; Phospholipase C from Clostridiums perfringens; Preparation Charac-
terization of Homogeneous Enzyme; Arch. Biochem. Biophy. ; 231 ; 2 ; 400-410.

-Logan, A. J. ; Williamson, E. D. ; Titball, R. W. Percival,D. A. ; Shuttleworrth, A. D. ; Conlan, J.
W. ; Kelly, D. C. ; (1991) ; Epitope Mapping on the Alpha-Toxin of Clostridium Perfringens ; In-
fecct. Immunity ; 59 ; 12 ; 4338-4342.

-Lyristis, M. ; Bryant, A. E. ; Sloan, J. ; Awad, M. M. ; Nisbet, L. T. ; Stevens, D. L. ; Rood, J. L
(1994) ; Identification and molecular analysis of a locus that regulates extracellular toxin production
in Clostridium Pergringens ; Mol. Microbilogy ; 12 ; 5 ; 761-777.

-Mitsui , K. ; Mitsui, N. ; Hase, J. ; (1973) ; Clostridium perfringens exotoxins I. Purification and
properties of a-toxin ; Japan. J. Exp. Med. ; 43 ; 2 ; 65-80.

-Moreau, H. ; Pieroni, G. ; Jolivet-Reynaud, C. ; Alouf, J. E. ; Verger, R. ; (1988) ; A new kinetic
approach for studying phospholipase C (Clostridium perfringens acToxin) ativity on phospholipid
monolayers. ; Biochemistry ; 27 ; 2319-2323.

-Murell, W. G. ; Stewart, B, J. ; O'neill, C. ; Siarakas, S. ; Kariks, S. ; (1993) ; Enterotoxigenic bac-
teria in the infant death syndrome; J. Med. Microbiol. ; 39 ; 114-127.

-NagahamaM. ; Michiue, K. ; Mukai, M. ; Ochi, S. ; Sakurai, J. ; (1998) ; Mechanism of membrane

damage by Clostridium perfringens alpha-toxin ; Microbiol. Immunol. ; 42 ; 8 ; 533-538.

39



-NagahamaM. ; lida, H. ; Nishioka, E. ; Okamoto, K. ; Sakurai, J. ; (1994) ; Roles of the carboxy-
terminal region of Clostridium perfringens alpha toxin. ; FEMS Microb. Letters ; 120 ; 297-302.
-NagahamaM. ; Michiue, K. ; Sakurai, J. ; (1996) ; Membrane-damaging action of Clostridium
perfringens alpha-toxin on phospholipid liposomes ; Biochimica, et Biophy. Acta ; 1280 ; 120-126.
-Nicholson, G.L. ; Nass, M. ; Nicolson, N.L. ; (2000) ; Antrax vaccine: controversy over safety and
efficacy ; Antimicrobics and Infectious Disease Newsletter ; Elsevier Science ;
www.flatlandbooks.com/anthrax.html

-Ninomiya, M. ; Matsushita, O. ; Minami, J. ; Sakamoto, H. ; Nakano, M. ; Okabe, A. ; (1994) ;
Role of alpha-toxin in Clostridium perfringens infection determined by using recombinants of C.
perfringens and Bacillus subtilis.; Infection and Immunity. ; 62 ; 11 ; 5032-5039.

-Phillips, N.C. ; Emili, A. ; (1992) ; Enhanced antibody response to liposeme-associated protein an-
tigens: preferential simulation of IgG2a/b production ; Vaccine ; 10 ; 151- 158.

Reed, L.J. ; Muench, H.A. ; (1938) ; A simple method of estimating fifty per cent endpoints ; Am.
J.Hygiene ; 27 ; 493-497.

-Reddy, R.; Nair, S. ; Brynestad, K. ; Rouse, B. T. ; (1992) ; Liposomes as antigen delivery sistems
in viral immunity ; Seminars in immunology ; 4 ; 91-96.

-Sakurai, J. ; Ochi, S. ; Tanaka, H.; (1993) ; Evidence for coupling of Clostridium perfringens alpha-
toxin-induced hemolysis to stimulated phosphatidic acid formation in rabbit erythrocytes.; Infect.
Immunity.; 61 ; 9 ; 3711-3718.

-Sato,H. ; Chiba, J. ; Sato,Y. ; (1989) ; Monoclonal antibodies against alpha toxin of Clostridium
perfringens.; FEMS, Microb. Letters. ; 59 ; 173-176.

-Schoepe, H. ; Wieler, L. H. ; Bauerfeind, R. ; Schiapp, T.; Potschka, H. ; Hehnen, H. R. ; Baljer, G.

; (1997) ; Neutralization of hemolytic and mouse lethal activities of C. perfringens alpha-toxin need

40


http://www.flatlandbooks.com/anthrax.html

simultaneous blockade of two epitopes by monoclonal antibodies.; Microbial Pathogenesis ; Aca-
demic Press limited; 23 ; 1-10.

-Schneider, M. ; (1985) ; Liposomes as drug carriers: Ten years of research.; Drug targeting P. Buri
& Gumma, ed. ; Elsevier Science publishers.; 119-133.

-Stevens, D. L. ; Bryant, A. E. ; (1993) ; Role of 0 toxin, a sulthydryl-activated cytolysin, in the
pathogenesis of clostridial gas gangrene. ; 16 ; 4 ; 195-199.

-Stevens, D.L. ; Tween, RK.b ; Awad M. M. ;Rood, J.I. ; Bryant, A.E. ; (1997) ; Clostridial gas
gangrene: Evidence that o and 0 toxins differentially modulate the immune response and induce
acute tissue necrosis ; J. Infectious Diseases ; 195 ; 189-195

-Stokka, G.L. ; Edwards, A.J. ; Spire, M. F. ; Brandt, Jr. R.T. ; Smith, J.E. ; (1994) Inflammatory
response to clostridial vaccines in feedlot cattle ; JA.V.M..A. ;204 ; 3 ; 415419

-Titball, R.W. ; Hunter, S.E.C. ; Martin, K.L. ; Morris, B.C. ; Shuttleworth, A.D. ; Rubidge, T. ;
Anderson, D.W. ; Kelly, D.C. ; (1989) ; Molecular cloning and nucleotide sequence of the alpha-
toxin (phospholipase C) of Clostridium perfringens ; Infect. Immunity ; 57 ; 2 ; 367- 376

-Titball, R.W. ; Leslie, D.L. ; Harvey, S. ; Kelly, D. ; (1991) ; Hemolytic and sphingomyelinase ac-
tivities of clostridium perfringens alpha-toxin are dependent on a domain homologous to that of an
enzyme from the human arachidonic acid pathway ; Infect. Immunity ; 59 ; 5 ; 1872-1874

-Traub, W. H. ; Bauer, D. ; Wolf, U. ; (1991) ; Immunobiology of Clostridium perfringens type A:
Passive protection of NMRI mice ; Experim. Chemotherapy ; 37 ; 318-326

-Traub, W. H. ; Bauer, D. ; Wolf, U. ; (1991) ; Virulence of clinical and fecal isolates of Clostridium
perfringens type A for outbred NMRI mice ; Experim. Chemotherapy ; 37 ; 426-435

-Tso, J.Y. ; Siebel, C. ; (1989) ; Cloning and expression of the phospholipase C gene from Clostrid-

ium perfringens and Clostridium bifermentans ; Infect Immunity ; 57 ; 2 ; 468-476

41



-Ulanova, M. ; Tarkowski, A. ; Hahn-Zoric, M. ; Hanson, L. A. ; (2001) ; The common vaccine ad-
juvant aluminum hydroxide up-regulates accessory properties of human monocytes via an inter-
leukin-4-dependent mechanism ; Infection and Immunity ; 69 ; 1151-1159 .

-Uzal, F.A. ; Wong, J.P. ;Kelly, W.R. , Priest, J. ; (1999) ; Antibody response in goats vaccinated
with liposome-adjuvanted Clostridium perfringens type D epsilon toxoid. ; Vet. Res. Commun ; 23 ;
3;143-150.

-Williamson, E.D. ; Titball, R.W. ; (1993) ; A genetically engineered vaccine against the alpha-toxin
of Clostridium perfringens protects mice against experimental gas gangrene ; Vaccine ; 11 ; 12 ;
1253-1258

-Walker, P.D.; (1992); Bacterial vaccines : Old and new, veterinary and medical ; Vaccine ; 10 ; 14 ;
977-989

-Yamamoto, A. ; Ito, A. ; Soda, S. ; Sato, H. ; Sadahiro, S. ; Murata, R. ; (1972) ; Bioassay for o-
toxin of Clostridium perfringens using survival time in mice ; Japan J. Med. Sci. Biol. ; 25 ; 15-23
-Zamecnik, P.C. ; Brewster, L.E.; Lipman, F. ; (1947) ; A manomeric method for measuring the ac-
tivity of the Cl. Welchii lecithinase and a description of certain properties of this enzyme ; J.Exp.

Med. ; 8; 51 ; 381-384

42






ENGUADERNACEONES URGENTES
« SERVICIO A DOMICILIO =
ales Soto

berto
DIEGO DEEMONTEMAYOR No. 637-1 NTE.

ENTR
ZONA CENTRO MONTERREY, N. L.
TEL. FAX 83-74- 3-Ga VART. 83-81-94-41






