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DESCRIPCION

Moderacién del efecto de las endotoxinas.
Campo de la invenciéon

La presente invencidn se refiere a un método nutritivo para la moderacién del efecto de las enterotoxinas resultantes
de la infeccidn por agentes patdgenos.

Antecedentes de la invencion

El tracto gastrointestinal humano y animal tiene el riesgo de desarrollar varios transtornos incluyendo los causados
por el envejecimiento, los virus, las bacterias y/o sus toxinas o por abusos fisicos y quimicos, entre otros.

Existen varios factores o terapias, los cuales son capaces de aliviar los sintomas de varios transtornos gastroin-
testinales. Entre otros, la flora indigena, conocida como microbiota, juega un importante papel en la modulacién del
ambiente intestinal. Los microorganismos no patogénicos residentes en el intestino, conocidos como probiéticos, jun-
tamente con las moléculas prebidticas, liberadas de los microorganismos o tomadas con la dieta como ingredientes
alimenticios, presentan unos medios potenciales para prevenir o tratar los transtornos gastrointestinales, incluyendo la
infeccion por C. difficile.

Se ha demostrado que las bacterias intestinales humanas modulan la produccién de la toxina A de la C. difficile, en
el intestino, y que la toxina A, se une mas sobre las membranas intestinales aisladas del ratén axénico que en el ratén
convencional, lo cual implica que los microorganismos indigenas juegan un importante papel en la patogénesis en la
C. difficile. Estudios clinicos que ensayan métodos nutritivos para el tratamiento de la colitis y diarrea inducida por la
C. difficile, indican que el Lactobacillus GG aumenta los sintomas de la colitis en adultos o nifios hospitalizados. De
manera similar, la levadura no patogénica Saccharomyces boulardii ha sido demostrado que tiene efectos positivos en
la prevencion o tratamiento de la colitis y diarrea inducida por la C. difficile en adultos o nifios. Ademads, la patente RU
2168915 describe el empleo de un producto de carne que comprende ratios predeterminados de buey, tocino, higado
blanqueado de buey, “squash” o “pumpkin” (tipos de calabaza), y mantequilla como un producto alimenticio para
curar o prevenir transtornos gastrointestinales en nifios y personas débiles. Todas las observaciones anteriores indican
que el campo de la intervencién nutritiva contra la infeccién por C. difficile esta todavia abierto.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere al empleo de peptonas y/o extracto de carne en la elaboracién de una composicién
oral para el tratamiento de defectos de la integridad epitelial del intestino y/o la diarrea inducida por la enterotoxina
producida por agentes patégenos.

Descripcion detallada de la invencion

En la presente solicitud, (“composicién oral”) significa una composicién ingerible, y puede ser una composicién
nutritiva, un suplemento nutritivo, o una medicina. Puede ser también el coadyuvante de un tratamiento médico, por
ejemplo. Se pretende que se emplee en humanos, desde nifios o predenominados nifios, hasta personas mayores, que
sufren los efectos de enterotoxinas que resultan de la infeccidn por agentes patégenos. Se pretende emplearlos también
para animales domésticos, tales como gatos, perros, peces, conejos, ratones, hamsters y similares, y mas generalmente
para cualquier animal cuidado por los humanos, como por ejemplo, caballos, vacas, aves de corral, ovejas, etc., que
sufre los efectos de las enterotoxinas resultantes de la infeccién por agentes patégenos.

La expresion “extracto de carne” se pretende que abarque los extractos de cualquier carne, tal como buey, tocino,
cordero, pollo y/o pavo, entre otros. Puede ser también una mezcla de las carnes antes citadas. En cualquier caso,
suministran por lo menos, nitrégeno, aminodcidos, y carbono. Un ejemplo de un extracto de carne comercialmente
disponible, adecuado, para emplear en la presente invencién es el extracto de buey BD Bacto, suministrado por la
firma Becton Dickinson and Company.

La expresion “extracto de levadura”, puede incluir la parte soluble en agua de la levadura autolisada, y de prefe-
rencia contiene complejos de vitamina B. Se pretende también que abarque un extracto que comprende tanto las partes
solubles como las insolubles de la levadura de panadero autolisada, y en este caso se prefiere que comprenda ademas
riboflavina y 4cido pantoténico. Sin embargo, en la version preferida de la presente invencion, la expresion “extracto
de levadura” no abarca el microorganismo y no comprende las enzimas producidas por el microorganismo. El extracto
de levadura puede ser un extracto de Saccharomyces cerevisiae. Un ejemplo de un extracto de levadura comercialmen-
te disponible, adecuado, para emplear en la presente invencion es el extracto de levadura BD Bacto, fabricado por la
firma Becton Dickinson and Company.

El término “peptona” significa una mezcla soluble de productos producidos por la hidrdlisis enzimética o dcida
parcial, de un material proteinico. La eleccién de la proteina del material de partida, no es critica, pero la caseina,
el suero de leche y las proteinas de carne son las preferidas. De preferencia, los pesos moleculares de las peptonas
son inferiores a 3 kDa. Un ejemplo de una peptona comercialmente disponible, adecuada, para emplear en la presente
invencion es la peptona BD Bacto fabricada por la firma Becton Dickinson and Company.
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Las enterotoxinas son exotoxinas bacterianas que tienen una accién sobre la mucosa intestinal. Pueden ser produ-
cidas en el interior del intestino por bacterias patogénicas. Las enterotoxinas bacterianas son potentes inmundgenos
de la mucosa que activan tanto las respuestas inmunolégicas de la mucosa como las sistémicas, y asi por lo tanto son
la causa de varias enfermedades, que abarcan el envenenamiento de la comida, la diarrea comun, la colitis, la infla-
macion crénica y la disenterfa. Las enterotoxinas conducen también a una serfa ulceracién de la mucosa, exudacion
hemorrégica inflamatoria o diarrea sanguinea. Las enfermedades inducidas por las toxinas van a menudo acompafiadas
de calambres abdominales y dolor rectal. Las enterotoxinas son los principales estimuladores de la secrecion de fluido
y de la inflamacién intestinal. Su unién sobre la superficie de las células epiteliales conduce a la disgregacion de la
actina filamentosa y a una mayor permeabilidad de las junturas herméticas asi como también a la activacién de las
rutas intracelulares y la subsiguiente sintesis y liberacién de activadores de secrecién de fluido. Las toxinas inducen
también una grave inflamacién, habitualmente caracterizada por la transmigraciéon de neutréfilos a la mucosa, y la
necrosis de enterocitos, por medio de la activacién de nervios entéricos sensoriales y la liberacién de neuropéptidos
sensoriales, seguido por la liberacién de citocinas y destruccién de células epiteliales.

Las bacterias patogénicas pueden ser parte de la micro flora comensal, es decir que puede existir en el intestino sin
un efecto dafiino a no ser que y hasta que, el equilibrio de la microflora se trastorna, como puede suceder por ejemplo,
durante el tratamiento con antibidticos, particularmente antibidticos de amplio espectro. En tales circunstancias, estos
“patégenos oportunistas” pueden crecer rapidamente llegando a dominar la microflora intestinal y producir toxinas
que causan la enteritis. Ejemplos de dichas bacterias incluyen la Clostridium difficile y la Clostridium perfringens,
y las composiciones de la invencién son particularmente bien adecuadas para controlar los efectos de las toxinas
producidas por dichas bacterias. Se apreciard que la invencidn es por lo tanto particularmente adecuada para emplear
en el tratamiento de infecciones hospitalarias.

Ejemplos de otras bacterias productoras de enterotoxinas son E. coli, Leishmania donovani, Vibrio cholera, Sal-
monella typhimurium, Shingellae, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus o Bacteroides fragilis (ETBF), en-
terotoxigénico.

La infeccién por Clostridium difficile es la principal causa de colitis y diarrea en pacientes hospitalizados, cuya
microbiota intestinal estd alterada debido a la ingestién de antibidticos. La C. difficile causa enteritis debido a la
liberacion de dos enterotoxinas: la toxina A y la toxina B. Ambas toxinas tienen un potente efecto citotéxico en los
humanos, pero la toxina A es el principal estimulador de la secrecién de fluido (por lo tanto diarrea) e inflamacién
intestinal. La toxina A se une sobre la superficie de las células epiteliales y se internaliza dentro del citoplasma en
hoyos recubiertos. La internalizacién conduce a una desasociacién de las fibras de estrés de actina, a la disrupcién
de la placa de adhesién asociada a la actina, a la apertura de las junturas herméticas, a la separacion de las células
y al aumento de la secrecion de fluido. Estos efectos han sido demostrados in vitro sobre lineas celulares epiteliales
humanas cultivadas, tales como la linea celular colénica T84, en donde la adicion de la toxina A sobre la monocapa
disminuye la resistencia transepitelial y aumenta la permeabilidad de la monocapa. Las enterotoxinas de la C. difficile
in vivo se ha demostrado que inducen una grave inflamacién, caracterizada por la transmigracién de neutréfilos en la
mucosa y necrosis de enterocitos, cuando el {leo de la cobaya, conejo o rata se somete a la toxina A. El mecanismo que
conduce a esta respuesta inflamatoria aguda parece ser la activacién de los nervios entéricos sensoriales y la liberacién
de neuropéptidos sensoriales. Recientes estudios han propuesto también que la toxina A desregula la expresion del
COX-2 en el intestino.

Una de las consecuencias mds comunes de los dafios causados por los patdgenos gastroentéricos es la diarrea. La
diarrea es el resultado del aumento de secreciones de las células epiteliales en el intestino, el cual puede ser inducido
por las bacterias patogénicas (incluyendo las bacterias productoras de enterotoxinas), pardsitos o virus.

La COX-2 es una enzima que cataliza la sintesis de las prostaglandinas del dcido araquidénico. Otros sustratos
conocidos para la COX-2 incluyen el 4cido dihomo-gamma-linolénico (20:3n:6) y el 4cido eicosapentaenoico (EPA,
20:5n-3), que producen PGE, y PGE; respectivamente. El gen de la COX-2 humana ha sido clonado y su modelo
genémico y la capacidad de respuesta de su expresion génica a diferentes elementos tales como cAMP, NF-«xB y TGF-
B, IL-1 6 TNF-a, ha sido descrita.

La COX-2 estd vinculada a numerosas inflamaciones, incluyendo las reacciones alérgicas y las inflamaciones del
intestino. Entre las inflamaciones y transtornos del intestino, en donde la actividad de la COX-2 est4 implicada, estdn
la gastritis, la enfermedad del intestino inflamado, el sindrome del intestino irritable, o los cdnceres intestinales.

De preferencia, las peptonas se administran en forma de una composicién oral, que comprende en volumen, del
0,3 al 7% de peptonas. Las fuentes adecuadas de peptonas incluyen la proteina del suero de leche y se prefiere par-
ticularmente una proteina de suero de leche extensamente hidrolizada, con un tamafio medio de péptido no mayor
de cinco aminodcidos, aunque pueden también emplearse las proteinas del suero de leche con un grado de hidrdlisis
entre 15 y 20%. Las proteinas de la carne son una fuente alternativa de peptonas y entre las proteinas de la carne se
prefieren las proteinas de buey. El extracto de carne puede afiadirse, de preferencia en una cantidad de 0,3 a 7,0% en
volumen. En la version preferida, la composicion oral comprende (en volumen) un 1% de extracto de carne y 1% de
peptonas. Ademds, la composicion puede incluir extracto de levadura, de preferencia a una concentracién de 0,01 a
5% en volumen.
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La composicién oral de la invencién puede tomar la forma de varios productos alimenticios diferentes. Por ejemplo
puede ser una férmula en polvo para nifios, cuando la poblacién objetivo es una poblacién infantil. Puede también ser,
productos alimenticios deshidratados, tales como sopas. Puede ser ademds una composicién entérica o férmulas de
suplemento. Cuando el individuo que padece un transtorno intestinal es un animal doméstico, la composicién oral
puede ser cualquier pienso para animales domésticos himedo o seco.

Cuando la composicién, de acuerdo con la invencidn, se incorpora a una medicina, puede incorporarse juntamente
con un excipiente apropiado en cualquier forma medicinal.

Hemos descubierto que cuando se ingieren extractos de carne juntamente o no, con peptonas, o solamente peptonas,
los individuos que padecen una infeccién por agentes patdgenos, evidenciada por un fallo de la integridad epitelial
del intestino, y/o diarrea, tienen una secrecién de fluido normalizada, una estructura celular menos dafiada, y una
inflamacién menor, si se compara con individuos que tienen los mismos transtornos, pero una dieta no suplementada
con extractos de carne ni peptonas.

En el marco de la presente invencidn, los extractos de carne y/o peptonas pueden también asociarse con extracto
de levadura para obtener un efecto mejor sobre la integridad del intestino en los individuos sometidos a transtornos,
dafios y tensiones en el intestino.

Ejemplos

Ejemplo 1

Efecto de la composicion sobre junturas impermeables y filamentos de actina
Material y métodos

Se cultivé la linea celular colénica humana T84 (ATCC, CCL-248) en DMEM:F12 1:1, suplementado con un 20%
de FBS (suero bovino fetal), 2 mM de glutamina y 100 U/ml de penicilina - estreptomicina. Se cultivaron fibroblastos
primarios de piel humanos, en DMEM suplementado con un 10% de FBS y 100 U/ml de penicilina - estreptomicina.

Se sembraron monocapas de T84, en placas con insertos de 6 pocillos con 0,5 x 10° células/inserto, y se cultivaron
durante 3 semanas. Se midi6 el valor basal de la TEER (resistencia eléctrica transepitelial), y el medio de cultivo
se substituy6 por el 20% de una solucién del medio de crecimiento Man-Rogosa-Sharpe (una solucién conteniendo
1% de extracto de buey, 1% de peptonas de carne, y 0,5% de extracto de levadura en PBS, el cual se llamarad de
ahora en adelante “MRS”). Después de 1 hora a 37°C, se afiadi6 la toxina A de la C. difficile a la cara apical de las
monocapas a una concentracion final de 100 ng/ml, y ademds se midieron las TEER después de 1, 2, 4, 6 y 24 horas a
37°C. Las monocapas de control se sometieron solamente a los medios cultivados. Para cada condicién se emplearon
insertos por triplicado. En cada momento puntual, se recogieron 1 ml de medio apical y 1 ml de medio basolateral, y
se evalu la viabilidad de las células mediante la medicion de la liberacién de LDH, empleando el Kit de Deteccién
de Citotoxicidad, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las células T84 6 los fibroblastos primarios humanos (2x 10°/cdmara) se sembraron en porta objetos de vidrio de 4
cdmaras, se hicieron crecer como se ha descrito previamente y se incubaron con una solucién al 20% de MRS durante
1 hora antes de la adicién de la toxina A a una concentracién final de 500 ng/ml. Después de 6 horas, las células se
lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 3,7%, se lavaron dos veces con PBS, se permeabilizaron durante
5 minutos a -20°C con acetona y se trataron con PBS-1% de BSA (albimina de suero bovino) para reducir el marcado
no especifico. La disgregacion de la actina y el redondeado de las células fueron dictaminados mediante microscopia
fluorescente después del marcado con 200 U/ml de falotoxina marcada con rodamina.

Resultados

La toxina A afecta las junturas herméticas de las células epiteliales, un efecto que se mide por el decrecimiento de la
resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de las monocapas epiteliales. Para dictaminar si las MRS contrarrestarian la
virulencia de la toxina A, las monocapas de T84 se sometieron a la toxina A en presencia o ausencia de la composicion,
y se midi6 la TEER. La adicién de 100 ng/ml de la toxina A a las monocapas de T84, dié como resultado una reduccién
de 3 veces los valores del control de TEER después de 6 horas de incubacién (309 + 8 frente a 985 + 49 *Qcm?). La
adicién de una solucién al 20% de MRS juntamente con la toxina A, evit6 la disminucién de la TEER (1403 + 95
frente a 309 + 8 *Qcm?), mientras que no alterd los valores basales de la TEER de las células T84 (1217 + 277 *Qcm?
frente a 985 + 49 *Qcm?). No se observaron modificaciones en la viabilidad de las células, lo cual indic6 que la toxina
A no habia inducido la muerte de las células durante el periodo de 6 horas. Los resultados anteriores demuestran que
una mezcla de peptonas, extracto de carne, y extracto de levadura podrian contrarrestar la toxina A y proteger las
monocapas de T84 de la disminucién de la TEER inducida por la toxina A.

Para determinar si el efecto de proteccion de la MRS contra la disminucién de la TEER inducida por la toxina A,
era correlativa a la alteracion del citoesqueleto que conducia al redondeado de las células, se trataron células T84 con
la toxina A, sola o en combinacién con una solucién al 20% de MRS, y se analiz6 la actina del citoesqueleto mediante
inmunocitoquimica. La adicién de 500 ng/ml de toxina A, indujo el redondeado de las células T84 lo cual se evidencid

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2328 149 T3

por el aspecto de nido de abeja de la monocapa celular debido a la disgregacién de la actina y al empaquetamiento.
La adicién de una solucién al 20% de MRS en combinacién con la toxina A, previno parcialmente la disgregacién
de la actina y el subsiguiente redondeado de las células inducido por la toxina A, mientras que no influencié el
citoesqueleto de las células cuando se anadio sola. Estos efectos fueron muy visibles debido a la configuracion espacial
de la monocapas de T84. Para hacer més facil la interpretacion, se repitieron los experimentos empleando fibroblastos
primarios de piel humana, los cuales forman una monocapa plana. Después de 6 horas en presencia de la toxina A,
todos los fibroblastos presentaron una apariencia redondeada indicando una completa disrupcién del citoesqueleto.
La adicién de una solucién al 20% de MRS en combinacion con la toxina A, previno parcialmente la disgregacién
de la actina y el redondeamiento de las células. La forma de los fibroblastos tratados con toxina A y el 20% de la
composicién fue similar pero no idéntica a la forma de los fibroblastos de control o de los fibroblastos tratados con
la combinacidn sola. Asi por lo tanto, la MRS pudo contrarrestar la toxina A, evitando parcialmente las alteraciones
citoesqueléticas y el subsiguiente redondeamiento de las células, debido a la disgregacion de la actina.

Estos experimentos se repitieron a continuacién, substituyendo la soluciéon de MRS al 20% por las siguientes
soluciones:

solucién al 20% de una solucién al 1% de peptonas de buey
solucién al 20% de una solucién al 1% de extracto de buey
solucidon al 20% de una solucién al 0,5% de extracto de levadura

1% de una solucién que contiene péptido de suero de leche extensamente hidrolizado (tamafio medio del péptido
inferior a aproximadamente 5 aminodcidos)

10% de una solucién que contiene péptidos de suero de leche extensamente hidrolizados (tamafio medio del péptido
no mayor de 5 aminoécidos).

Resultados similares se obtuvieron con la solucién al 20% de MRS.
Discusion

Los mecanismos de la accién protectora observados en la presente no estan claramente explicados y probablemente
son diferentes. La toxina A induce la polimerizacién de los filamentos de actina, conduciendo a la disgregacion de la
actina citoesquelética. La disrupcion de la actina es la causa del redondeamiento de las células, observado in vitro,
y del aumento de la permeabilidad de las junturas herméticas. El efecto de la toxina A sobre la actina se debe a su
actividad glucotransferasa contra la familia Rho de proteinas. La toxina A es capaz de transferir enzimaticamente un
radical glucosilo de la glucosa UDP a la treonina 37 de Rho, Rac y Cdc-42, conduciendo a una disociacién de las
fibras de estrés de actina, disrupcion de la placa de adhesion asociada a la actina, abertura de las junturas herméticas,
separacion celular y aumento de la secrecién de fluido. Estos efectos han sido demostrados in vitro sobre células T84,
en donde la adicion de toxina A sobre la monocapa disminuy0 la resistencia transepitelial y aument6 la permeabilidad
de la monocapa, debido a modificaciones de las proteinas Rho en las células epiteliales. Por lo tanto creemos que
las peptonas, el extracto de levadura, y el extracto de buey interfieren con la ruta sefializadora de las proteinas Rho,
inhibiendo los efectos de la toxina A. Aunque no deseamos unirnos a ninguna teorfa, esta interferencia podria ser
corriente arriba o corriente abajo, de la transferencia del radical glucosilo a las proteinas Rho.

Ejemplo 2

Efecto de la composicion sobre los daiios ocasionados por agentes patégenos gastroentéricos productores de entero-
toxina

Material y métodos

Ratones machos de seis semanas de edad, se trataron ad libitum con 60 mg/litro de gentamicina, 250 mg/litro de
vancomicina, 300 mg/litro de amoxicilina y 10 mg/litro de anfotericina, durante una semana con el fin de eliminar
la microbiota intestinal. Los ratones se dividieron a continuacion en tres grupos: i) un grupo de control; ii) un grupo
que recibid ad libitum una solucién al 20% de MRS en el agua de la bebida, durante una semana; y iii) un grupo
que fue alimentado por sonda dos veces con 500 ul de la composicién a intervalos de dos dias. El dia después del
final de los tratamientos, los animales se anestesiaron con 30 mg/kg de peso corporal de pentobarbital de sodio, y
se colocaron sobre una manta caliente (37°C), bajo anestesia de 0,8-3% de isoflurano durante toda la duracién de la
operacion. El abdomen se abrié mediante una incisién lineal central, y se extrajo el yeyuno distal. Dos segmentos de
5 cm del yeyuno, se ligaron doblemente en cada extremo con hilo quirtirgico para formar dos asas intestinales con un
intervalo de 2 cm entre los mismos. Una de las asas se inyect6é con 600 ul de PBS como control y la otra con 600 ul
de PBS conteniendo 20 ug de toxina A. El asa intestinal se volvié a colocar a continuacién en la cavidad abdominal
y la incision se cerré con una sutura. Los ratones se dejaron recuperar y se hizo un seguimiento continuamente. Los
animales fueron eutanizados después de 4 horas, las asas se aislaron y se registré el ratio entre su peso y la longitud
(en mg/cm), para estimar la secrecion de fluidos. Las asas se lavaron a continuacién dos veces con PBS enfriado con
hielo, se sumergieron en RNAlater™, se congelaron con un flash de nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2328 149 T3

Resultados

La infeccidn por C. difficile, que conduce a la diarrea y colitis, se desarrolla la mayor parte de las veces en pacientes
de hospitales y hogares de personas de edad, que toman antibidticos y de esta forma se altera su microbiota intestinal.
Para dictaminar si la composicién de la invencién y sus componentes pueden contrarrestar los efectos de la toxina A in
vivo, se empled un modelo de raton. Para evitar las condiciones provocadas por la infeccién de C. difficile en humanos,
los ratones se trataron durante una semana con antibiéticos con la finalidad de alterar su microbiota intestinal. Un dia
después del final del tratamiento antibidtico, un grupo de ratones se trataron con una solucién al 20% de MRS ad
libitum durante una semana. Al final de este periodo, se formaron las asas intestinales, y se inyectaron con PBS 6
20 ug de toxina A. Después de 4 horas de incubacidn, las asas del ratén de control presentaron un aumento de la
secrecion de fluido cuando se inyectaron con toxina A, en comparacion con las asas inyectadas con PBS (121,9 + 31,7
mg/cm frente a 64,6 + 13,5 mg/cm). Por contraste, en los ratones que recibieron el MRS durante una semana, no se
observaron diferencias en la secrecion de fluidos en las asas inyectadas con toxina A 6 PBS (73,6 + 8,3 mg/cm frente
a 66,8 + 10,8 mg/cm). Similares resultados se obtuvieron cuando los ratones fueron alimentados por sonda con dos
dosis de 500 u1 de la solucion de MRS al 20%. Estos resultados mostraron que el tratamiento con peptonas, el extracto
de carne y el extracto de levadura pueden prevenir el efecto adverso de la toxina A en individuos que presentan un
deterioro de la microbiota intestinal.

Para determinar si la composicion ejerce su accién protectora mediante la directa inactivacion de la toxina A, se
mezclaron la solucién de MRS al 20%, 6 el PBS como control, con la toxina A, 1 hora antes de la inyeccion de
la mezcla en las asas intestinales de los ratones, tratados durante una semana con antibidticos. No habia ninguna
diferencia significativa registrada entre el control (PBS) y las asas inyectadas con MRS a nivel de la secrecién de
fluido inducida por la toxina A. Este resultado indica que la composicién no contrarresta los efectos de la toxina A
mediante la directa unién e inactivacion de la toxina, lo cual podria conducir o bien a una escisién de la toxina o al
enmascaramiento de los epitopos de union de la toxina.

Discusion

La composicién MRS protegié al ratén de la secrecion de fluido intestinal inducida por la toxina A. Aunque no
deseamos unirnos a ninguna teoria, creemos que la accion protectora de la peptona, el extracto de buey, y el extracto
de levadura, no se debe a una actividad enzimatica, la cual escinde la toxina A por dos razones principales: i) las
soluciones empleadas fueron siempre esterilizadas en autoclave, lo cual conduciria a la desactivaciéon de cualquier
enzima, tal como las proteasas contenidas en la solucién, y ii) la composicién mezclada e incubada con la toxina
A antes de ser inyectada en las asas intestinales del ratén, podria no inhibir la secrecién de fluido intestinal. Por lo
tanto, creemos que la actividad protectora de la peptona, del extracto de levadura, y del extracto de buey se debe a
la presencia de moléculas libres en la solucién (por ejemplo aminoacidos o péptidos), las cuales podrian unirse al
receptor de la toxina A sobre las células epiteliales intestinales y evitar la unién de la toxina A, y la activacion de las
rutas de sefializacién implicadas.

Ejemplo 3
Efecto de la composicion sobre la expresion de la COX-2
Materiales y métodos

Se empled el mismo procedimiento del ejemplo nimero 2. Se extrajo el ARN de las asas intestinales del ratén, y
se dictamind la expresion del ARNm de la COX-2 mediante la RT-PCR. ElI ARN total (1 ug) se transcribié mediante
transcripcién inversa con 200 U de la enzima Superscript II®. Un fragmento de 400 bp de la COX-2 del ratén, se
amplificé mediante la PCR empleando el 5’-CACAGTACACTACATCCTGACC-3’ como cebador con sentido y el
5’-TCCTCGCTTCTGATTCTGTCTTG-3’ como cebador antisentido. Un segmento de 700 bp de S-actina, empleado
como control interno, se amplificé de la misma mezcla RT con el 5’-ATGAGGTAGTCTGTCAGGT-3’ como cebador
con sentido y el 5’-ATGGATGACGATCGCT-3’ como cebador antisentido. Para excluir la contaminacién por ADN,
la PCR se efectud directamente sobre muestras de ARN. Los productos de la PCR se cargaron sobre un gel de agarosa
al 1%, se fotografiaron, y las fotografias se emplearon para una cuantificacién densitométrica de las intensidades de las
bandas. La normalizacién se efectud contra la expresion de la S-actina del control interno: se determinaron los ratios
entre la COX-2 y las correspondientes sefiales del ARNm de la S-actina y se expresaron en relacion al de la “muestra
no tratada” (dada agua, e inyectados con PBS), a la cual se asigné un valor arbitrario de 1.

Resultados

Para determinar si la COX-2, conocida por estar implicada en la secrecién de fluido mediada por la toxina A,
estd también implicada en el efecto protector de la composicidn, se dictaminé la expresion del ARNm de la COX-2,
mediante la RT-PCR. Los cambios en la expresion de la COX-2 debidos a diferentes tratamientos, se expresaron con
relacién a la B-actina. La inyeccién de 20 ug de toxina A en las asas intestinales del ratén de control dio por resultado
un aumento de 3,6 veces la expresion del ARNm de la COX-2. El tratamiento de los ratones durante una semana
con la composicién, dio por resultado una reduccién de 2 veces el aumento de la COX-2 mediado por la toxina A. La
expresion de la COX-2 intestinal inducida por la toxina A, se normaliz6 completamente a niveles basales en los ratones
mediante tratamientos con peptona o extracto de buey, mientras que disminuy6 2,3 veces mediante el tratamiento con
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extracto de levadura. Ni la composicién ni sus componentes modificaron significativamente los niveles basales de la
expresion del ARNm de la COX-2. Cuando se administré mediante una sonda, la composicién o sus componentes
fueron también capaces de contrarrestar el aumento del ARNm de la COX-2 inducido por la toxina A.

Discusion

Cuando la toxina A se une a las células epiteliales se ha demostrado que induce la inflamacidén, incluyendo la
migracion de los neutréfilos y la necrosis de los enterocitos y la destruccion del vello. Estos efectos estdn mediados
por la liberacién de neuropéptidos sensoriales, tales como la substancia P y el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina, seguido por la activacién de los nervios entéricos sensoriales. Ademads, la expresion sobre el epitelio
intestinal del receptor de NK-IR para la SP, aumenta significativamente tanto en animales como en humanos infectados
con la C. difficile. Recientes estudios han propuesto que la toxina A de la C. difficile regula hacia arriba la expresién
de la COX-2 en el intestino. La COX-2 es la isoforma inducida de la enzima ciclooxigenasa, la cual media la sintesis
de la prostaglandina E2 (PGE2),1 agente conocido por aumentar la secrecion del fluido intestinal, lo cual conduce a la
diarrea. Aunque no deseamos unirnos a ninguna teoria, creemos que la peptona, el extracto de levadura y el extracto
de buey inhiben cualquiera de estas rutas contrarrestando la toxina A. Nuestros resultados indican que la peptona, el
extracto de levadura o el extracto de buey, inhiben la induccién intestinal de la COX-2 mediada por la toxina. Esto
podria ser debido a la inhibicién de la sefializacién mediada por la toxina A, lo cual conduce a la activacién de la
COX-2, si nuestras soluciones inhiben o reducen la unién de la toxina sobre su receptor intestinal.
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REIVINDICACIONES

1. Empleo de peptonas y/o de un extracto de carne en la elaboracién de una composicién oral para el tratamiento
de un defecto de la integridad epitelial intestinal y/o de la diarrea, inducidos por agentes patégenos que producen
enterotoxinas.

2. El empleo de la reivindicacion 1, en la cual el agente patdgeno es: Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
E. coli, Leishmania donovani, Vibrio cholera, Salmonella typhimurium, Shingellae, Aeromonas hydrophila, Staphylo-
coccus aureus ylo enterotoxigenic Bacteroides fragilis.

3. El empleo de cualquier reivindicacién precedente, en donde la composicién oral comprende de 0,3 a 7% en
volumen de peptonas o extracto de carne.

4. El empleo de cualquier reivindicaciéon precedente, en donde las peptonas son hidrolizados de proteina de suero
de leche con un tamafio medio de péptido no mayor de 5 aminoécidos.

5. El empleo de cualquier reivindicacion precedente, en donde la composicién oral comprende tanto peptonas
como extracto de carne.

6. El empleo de la reivindicacién 5, en donde la composicién oral comprende de 0,3 a 7% en volumen de extracto
de carne y de 0,3 a 7% en volumen de peptonas.

7. El empleo de cualquier reivindicacion precedente, en donde la composicion oral comprende ademads extracto de
levadura.

8. El empleo de la reivindicacién 7, en donde la composicién oral comprende de 0,01 a 5% en volumen de extracto
de levadura.

9. El empleo de cualquier reivindicacién precedente, en donde la composicién oral es un coadyuvante para un
tratamiento médico.

10. El empleo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la composicién oral es una férmula infantil
0 una composicion entérica.
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