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RESUMEN.

Durante la evolucién los microorganismos han desarrollado estrategias
mediante las cuales pueden detectar los ambientes hostiles presentes en el
hospedero y responder ante éstos para favorecer su supervivencia. En el caso de
Salmonella typhimurium se lleva a cabo, entre otros mecanismos, por sistemas
reguladores de dos componentes, dentro de los cuales se encuentran los sistemas
PhoP-PhoQ y PmrA-PmrB que entre otras cosas le permiten llevar a cabo
modificaciones estructurales al lipido A de su lipopolisacarido (LPS). Se sabe que
las diferencias en las estructuras de los LPS pueden activar de manera diferencial
a la respuesta inmune innata y a su vez la inmunidad innata puede inducir y dirigir
una respuesta inmune adaptativa por lo que en el presente trabajo se evalué el
efecto de las modificaciones estructurales al lipido A del LPS dados por los
sistemas PhoP-PhoQ y PmrA-PmrB de S. typhimurium sobre la respuesta de
anticuerpos contra ésta, y se encontr6 que las cepas que presentan los LPS
modificados por los sistemas reguladores induce una disminucién en los titulos de
anticuerpos comparados con la cepa silvestre ademas de disminuir la capacidad
opsonofagocitica de éstos.

Esos datos indican que S. typhimurium ha desarrollado mecanismos
importantes de supervivencia, como lo son los sistemas reguladores de dos
componentes, de tal manera puede regular al sistema inmune y favorecer la

infeccién.



INTRODUCCION.

Muchas bacterias han evolucionado en una cercana asociacion con
hospederos eucariontes, con efectos que van desde el parasitismo invasivo hasta
el mutualismo obligado. El principal mecanismo por el cual las bacterias patégenas
Gram-negativas invaden células eucariontes involucra el empleo del sistema de
secrecion tipo Il (TTSS) para liberar proteinas efectoras que favorecen la entrada
a la célula del hospedero, tal es el caso de Salmonella’. Sin embargo, no es el
Unico mecanismo involucrado en la patogenicidad de esta bacteria.

Uno de los multiples mecanismos de virulencia de S. typhimurium que se
activa es la modificacion del Lipido A del LPS. Algunas modificaciones
estructurales del Lipido A del LPS le confieren a Salmonella resistencia a péptidos
catibénicos, tales son los casos de la adicion de 4-amino-arabinosa y la
incorporacién de un acido graso adicional”. Estas modificaciones son reguladas
por un sistema de dos componentes PhoP/PhoQ que controla la trascripcién de un
grupo de aproximadamente 40 genes implicados en la sintesis de proteinas
requeridas para la virulencia y supervivencia de Salmonella dentro de
macréfagos® . El sistema regulador PhoP/PhoQ juega un papel importante en la
resistencia a efectores de la respuesta inmune innata, sin embargo, se ha visto
que en cepas resistentes a polimixina B y a péptidos catidénicos es requerido un
segundo sistema de dos componenres PmrA/PmrB el cual es activado por

PhoP/PhoQ mediante la proteina PmrD en respuesta a bajas concentraciones de



magnesio. Aunque PmrA/PmrB puede ser activado independientemente de

PhoP/PhoQ debido a condiciones acidas o altas concentraciones de hierro®®74%,

Se ha reportado que las cepas de S. typhimurium PhoP® inducen menor
expresion de E-selectina en células endoteliales y de TNF-a en monocitos (ambos
de humanos) comparados con las cepas PhoP" y de tipo silvestre®. Sin embargo,
no se ha reportado el efecto que ejercen las modificaciones estructurales del lipido
A de S. typhimurium de estas cepas sobre la respuesta de anticuerpos. El
presente trabajo tiene como objetivo estudiar los efectos de estas modificaciones
estructurales en la respuesta de anticuerpos contra la bacteria para dos cepas
modificadas genéticamente.

Las cepas de S. typhimurium JSG 430 tiene como caracteristica ser PhoP
constitutiva y PmrA deficiente (PhoP® y PmrA’) lo cual induce la adicion de acido
palmitico al lipido A. La cepa JSG 435, es PmrA constitutiva (PmrA°®) que tiene
como consecuencia la adicién de amino arabinosa en el lipido A. Finalmente se

cuenta con la cepa JSG 210 que es de tipo silvestre.



ANTECEDENTES.

EL GENERO Salmonella.

La clasificacion mas actual del género Salmonella estd basada en la
similitud de su material genético para lo cual queda dividido en dos especies
bongori y enterica. Esta Ultima especie se subdivide después en subespecies
denominadas por un nimero romano. La subespecie | conserva aun los nombres
anteriores para designar la subespecie asi, el nombre de S. typhimurium es:
Salmonella enterica serovar Typhimurium'’

El género Salmonella entérica pertenece a la familia Enterobacteriacea,

bacilos Gram-negativos que infectan a humanos y animales®®.
Salmonella Serotipo Typhi causa fiebre tifoidea en humanos y Salmonella Serotipo
Typhimurium causa una enfermedad parecida en el ratén, para ambas bacterias
su virulencia esta relacionada por su capacidad de sobrevivir después de la
fagocitosis por macréfagos, entre otras cosas.’?

En ratones S. typhimurium se disemina sistémicamente via circulacion y la
infeccion esta caracterizada por cambios patoldégicos severos y alta carga
bacteriana en tejidos como placas de Peyer, ganglios mesentéricos, bazo e
higado. Una distribucién similar sistémica de bacteria en tejidos esta reportada por
pacientes con fiebre tifoidea'”’

Estudios recientes sobre la patogénesis de S. typhimurium muestran que la
bacteria transloca un niumero de proteinas efectoras del sistema de secrecion tipo

lIl incluyendo SipA, SopA, SopB, SopD, y SopE2 dentro de las células del



hospedero desencadenando una serie de reacciones que al final conducen a

cuadros de diarrea en el humano.'”’

Salmonella entérica serovar Typhimurium

S. typhimurium es un bacilo no esporulado, Gram-negativo, mévil, con flagelos
peritricos mide dos a tres micras, anaerobio facultativo, intracelular, fermenta la
glucosa con produccién de acido y gas, es lactosa y sacarosa negativos ademas de
producir &cido sulfhidrico®.

La bacteria tiene una estructura antigénica de superficie que incluye al
antigeno "H" o flagelar y el antigeno somatico "O" que contiene carbohidratos

especificos utiles en su identificacion seroldgica.

INFECCION Y MECANISMOS DE VIRULENCIA DE Salmonella typhimurium.

El exitoso establecimiento de infecciones por bacterias patégenas, requiere
la adhesién a células del hospedero, colonizacién de tejidos, y en algunos casos
invasién celular, seguido por multiplicacién celular bacteriana diseminacién hacia
otros tejidos o persistencia .’

Muchos de los genes de virulencia de S. typhimurium estan agrupados
dentro de las islas de patogenicidad-1 (SPI-1) y 2 (SPI-2), que codifican
componentes del sistema de secrecidon tipo Il (TTSS). EI TTSS tiene una
estructura parecida a una aguja y se encuentra localizada a través de la
membrana interna y externa de la bacteria. A través de ésta aguja, S. typhimurium
inyecta proteinas efectoras dentro de la célula del hospedero, donde interfiere con

una gran variedad de procesos celulares. Los TTSS actuan en diferentes estadios



de la infeccidn, ya sea extracelular o intracelular. La bacteria usa el TTSS
codificado en SPI-1 en la fase intestinal o extracelular ? cuando el patégeno es
ingerido a través de alimentos contaminados y tiene que penetrar uno de los
primeros obstaculos: el epitelio intestinal, el cual invade y atraviesa a nivel de
ileon y colon por varias vias. Utiliza vellosidades ** o células M en las placas de

Peyer 46 47

como puerta de entrada, también puede ser captada en el lumen del
intestino por células dendriticas 8y puede inducir fagocitosis en enterocitos®. Se
ha visto que todas las células arriba mencionadas estan involucradas en la
penetracion de la bacteria. ;Cudl de estas rutas es la mas importante? sigue
siendo una incognita.

S. typhimurium tiene la capacidad de detectar cambios en el medio ambiente y
responder, expresando genes que le permitan sobrevivir a los microambientes
presentes en las células del sistema inmune innato que son dafinos para ella, por
ejemplo, S. typhimurium sobrevive al ambiente fagosomal por dilucion de los
compuestos toxicos lisosomales o atenuacion de los factores antimicrobianos, que
incluyen la acidificacién del fagosoma’”’®.

Por otra parte la bacteria ha desarrollado mecanismos para manipular
células fagociticas a través de SPI-1 en ésta. S. typhimurium puede inducir
apoptosis % para escapar de células fagociticas y silenciar la respuesta inmune,
esto debido a la presencia de la proteina efectora SipB, que interactia con la
caspasa-1®. La SPI-2 activada en la bacteria intracelular *° junto con el sistema
PhoP/PhoQ ayudan a la bacteria a sobrevivir y crecer dentro de las células del

hospedero, lo cual es esencial para su posterior diseminacién sistémica 37649101,



Recientemente se ha observado que las células dendriticas pueden ser
vehiculos de diseminacién de S. typhimurium "% .Células dendriticas pero no
macréfagos existen en gran cantidad en sitios de entrada para la bacteria como

> y se ha visto que son las primeras células de la

son las placas de Peyer
inmunidad innata en internalizar a la bacteria*'. La bacteria dentro de vacuolas de
células dendriticas secreta proteinas efectoras codificadas en SPI-2 *, estos
factores de virulencia afectan el destino de las vacuolas conteniendo a Salmonella.
Vesiculas conteniendo a cepas mutadas en SPI-2 han mostrado tener mayor
cantidad de marcadores lisosomales y endosomas tardios que la cepa silvestre,
por lo que la bacteria usa SPI-2 para interferir con la maduracién de endosomas
que contienen a S. typhimurium dentro de fagolisosomas®

Por otra parte se ha visto que S. typhimurium puede modificar las
propiedades migratorias de fagocitos gastrointestinales promoviendo de esta
manera su rapida diseminacion, esto debido a la proteina efectora srfH, secretada
por la bacteria mediante el TTSS. Se ha visto que esta proteina interactia con la
proteina TRIP6, involucrada en la regulacion de la movilidad de la célula. Esto se
demostrdé en un experimento con bacterias mutadas en srfH, encontrandose que
Salmonella tipo silvestre lleg6 a torrente sanguineo mucho mas rapido que la cepa
mutada'®.

Los mecanismos arriba mencionados son usados por la bacteria para
favorecer la infeccién y por lo tanto su supervivencia, pero ¢cudles son las
barreras a las que se enfrenta S. typhimurium cuando ingresa al hospedero? A

continuacién se tocan algunos puntos importantes de la respuesta inmune y que

contribuyen tanto a la deteccion como a la destruccién de S. typhimurium.



RESPUESTA INMUNE FRENTE A Salmonella
INMUNIDAD INNATA.

El reconocimiento del hospedero a invasiones microbianas promueve una
respuesta inflamatoria a través de secrecién de componentes antimicrobianos y
reclutamiento de células fagociticas como son neutréfilos, células dendriticas y
macréfagos. Estas respuestas iniciales a la presencia de patdégenos es
denominada inmunidad innata y no requiere de ninguna exposicion previa a el
patégeno en cuestion.®.

La inmunidad innata es un sistema conservado a través de la evolucion y es
la primer linea de mecanismos de defensa para proteger al hospedero de
patdgenos microbianos invasores?, a su vez el estudio de la inmunidad innata se
ha dividido en dos partes: mecanismos humorales y celulares y que a su vez cada
una de estas partes se divide en una rama aferente o sensora y una rama eferente
o efectora’.

Recientemente los estudios de la inmunidad innata han tomado
importancia, esto debido a que se ha demostrado que el tipo, calidad, cantidad y
mecanismos efectores de la respuesta inmune adaptativa dependen del tipo de
respuesta inmune innata, que es activada por el reconocimiento de patégenos*.

El sistema inmune innato en humanos usa una variedad de factores para
destruir a S. typhimurium incluyendo productos toxicos del estallido respiratorio,
enzimas bacterioliticas tales como la lisozima y la fosfolipasa A2; los componentes
terminales del sistema del complemento y péptidos antimicrobianos que alteran la

membrana citoplasmica de la bacteria’. Los péptidos catiénicos antimicrobianos



(CAMPS) son un grupo abundante y diverso de moléculas que son producidas por
diferentes tejidos y tipos celulares. Su composicion de aminoacidos, anfipaticidad,
carga catidénica y tamafno permiten a éstos insertarse en membranas para formar
poros. Los CAMPS estan divididos en subgrupos en base a su composicion de

aminoacidos y estructura'?.

RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES.

El ser humano tiene involucrado un sistema de reconocimiento de
patégenos mediante el cual contribuye a la muerte de éstos. Dentro de este
sistema de reconocimiento se encuentran una serie de receptores presentes en
células de la inmunidad innata y que reconocen patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMPS), que son altamente conservados y esenciales para la
supervivencia de microorganismos®, a este tipo de receptores los conocemos
como receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). La respuesta inmune
innata por lo tanto puede reconocer a los PAMPs presentes en los
microorganismos a través de un numero limitado de PRRs codificados en linea
germinal.’

Dentro de los PAMPs se encuentran N-formil metionil péptidos que son
tipicos en las proteinas bacterianas, el LPS presente en bacterias Gram negativas,
acidos nucleicos como el RNA de doble cadena en los virus, acidos lipoteicoicos
presentes en bacterias Gram positivas y los oligosacaridos ricos en manosa que

se encuentran en las glicoproteinas bacterianas®.



Los PRRs se pueden expresar tanto en la superficie celular, en

compartimentos intracelulares o pueden ser secretados al torrente sanguineo.
Los PRRs intracelulares tienen la finalidad de reconocer patégenos intracelulares,
como lo es Salmonella. Por mencionar algunos ejemplos tenemos a las proteinas
de la familia de dominio de unién a oligonucleétidos 1 y 2 (NOD1 y NOD2) y se ha
demostrado que participan en la deteccidbn de bacterias intracelulares Gram
positivas y Gram negativas®’°.

Por otra parte se encuentran los PRRs solubles y su funcién consiste en
activar al complemento, opsonizar células para facilitar la fagocitosis y en algunos
casos funcionan como proteinas accesorias para el reconocimiento de PAMPs por
receptores transmembranales, este tipo de receptores son de gran importancia
para el reconocimiento y destruccién de Salmonella.

Un mecanismo de gran importancia para poder eliminar a la bacteria es a
través de los PRRs solubles dentro de los cuales encontramos a la lectina de
unibn a manosa (MBL) que es una molécula capaz de distinguir entre
carbohidratos que se encuentran en glicoproteinas propias y patrones de
carbohidratos que se encuentran en superficies de patégenos. La MBL se
encuentra asociada a serin proteasas (MASPs) y cuando la MBL se une a un
carbohidrato no propio causa la activacion de MASPs lo que desencadena la
cascada del complemento?"'%,

Las transferasas de lipidos como la proteina de union al lipopolisacarido
(LBP) son importantes en el reconocimiento del lipopolisacarido (LPS) el cual es
un componente esencial y abundante en las bacterias Gram negativas, ademas

de ser de gran relevancia en el presente trabajo. Una vez que la LBP se une al



LPS, lo transfiere a complejos de reconocimiento presentes en células del sistema
inmune innato®, la proteina de incremento de la permeabilidad (BPI) también
forman parte de los PRRs solubles®.

Por otra parte tenemos a los receptores fagociticos que reconocen patrones
moleculares en la superficie de microorganismos y contribuyen a la fagocitosis de

éstos 6.

Algunos ejemplos de receptores fagociticos son los receptores
scavenger (SR’s) como SR-A %% el receptor de manosa (MR) presente en
macréfagos, entre otros. Salmonella puede ser reconocido a través de estos
receptores favoreciendo su fagocitosis y posterior destruccion.

Por su parte, una de las familias de PRRs actualmente mas estudiadas
son los receptores tipo toll (TLRs), que tienen la capacidad de iniciar respuestas
inflamatorias asi como de participar dentro de la respuesta inmune adaptativa La
caracterizacion funcional de los TLRs ha establecido que la inmunidad innata es
un sistema muy habil que detecta invasion de patégenos microbianos. El
reconocimiento de componentes microbianos por los TLRs inicia vias de
transduccion de senales, que desencadena la expresion de genes, los productos
de estos genes controlan la respuesta inmune innata y mas aun dirigen el
desarrollo de inmunidad adaptativa antigeno especifica.®>.

A la fecha, 10 miembros de la familia de los TLRs, han sido identificados en
el humano, 12 en el ratén®* y una serie de estudios genéticos han revelado sus
respectivos ligandos. Por ejemplo y para efectos del presente trabajo el LPS de las
bacterias Gram-negativas como S. typhimurium es reconocido por TLR-4.

Los TLRs son expresados en varias células del sistema inmune, incluyendo

macréfagos, células dendriticas, linfocitos B, linfocitos T, y en algunas células que



no corresponden al sistema inmune como fibroblastos y células epiteliales. La
expresion de TLRs, no es estatica y es modulada rapidamente en respuesta a
patégenos, variedades de citocinas y stress del microambiente®”.

En adicién a su papel de iniciar una respuesta proinflamatoria, los TLRs
también han mostrado un control de la respuesta inmune adaptativa, y
recientemente también se ha implicado en el desarrollo y proteccion a través del

reconocimiento de bacterias comensales.®®

CELULAS DE LA INMUNIDAD INNATA..

La inmunidad innata utiliza distintos tipos de células para censar y
responder ante la presencia de microorganismos que puedan causar dafo o
infeccion, tal es el caso de Salmonella. Estas células muestran mecanismos
efectores para poder contrarrestar al patégeno, la cual consiste en atraer mas
células al sitio de la infeccién vy activar a la respuesta inmune adaptativa. Todo
esto mediante el reconocimiento de moléculas presentes en los microorganismos,
fagocitosis de este, secrecibn de mediadores inflamatorios como citocinas y
quimiotacticos como lo son las quimiocinas, presentacién de antigenos a linfocitos
T, etc’.

El contacto entre la Salmonella y las células fagociticas provoca la
internalizacion de la bacteria a través de un mecanismo llamado macropinocitosis,
que se caracteriza por rearreglos en el citoesqueleto y formacién de “ruffling” en la
membrana ademas formacién de fagosomas gigantes conteniendo a Salmonella’.

Las células fagociticas activan mecanismos para poder eliminar a la bacteria



mediante una fase inicial dependiente del sistema NADPH oxidasa, seguida de
una fase nitrosativa por lo cual el crecimiento de Salmonella es inhibido®.

Los principales agentes antibacteriales son los intermediarios de oxigeno
reactivo y los intermediarios de nitrdgeno reactivo. Al parecer los fagocitos
eliminan a S. typhimurium con una fase inicial oxidativa dependiente de NADPH
oxidasa, seguida de una fase nitrosativa prolongada mediante la cual el
crecimiento de la bacteria es inhibido por el producto de la oxido nitrico sintasa
inducible (iNOS)°"*. Las bacterias en respuesta producen enzimas antioxidantes,
sistemas de reparacién, etc. ®Por lo que algunas logran sobrevivir dentro del
fagosoma e incluso multiplicarse dentro de él. No se conocen los mecanismos que
determinan la muerte o supervivencia de la bacteria dentro del fagocito, sin
embargo, la activacion de los macréfagos por interferén y (IFN-y) o factor de
necrosis tumoral o (TNF-a)) parece ser un prerrequisito para la destruccién de la
bacteria. Las que logran sobrevivir y multiplicarse dentro de los macréfagos
provocan una segunda bacteremia que en casos fatales puede provocar un
choque endotéxico y muerte'®®.

Algunas células de la respuesta inmune innata importantes en la defensa
frente a Salmonella son descritas enseguida.
Macrofagos. Este tipo de célula se encuentra en una vigilancia constante en todo
nuestro organismo?. Los macréfagos al detectar una sefial de dafio o peligro en
el tejido, contribuyen con la solucidn mediante el despliegue de una serie de

actividades efectoras e inflamatorias'®.



Los macréfagos tienen la capacidad de detectar la presencia de una gran
variedad de microorganismos, entre ellos mediante el reconocimiento de PAMP’s
a través de receptores PRRs presentes en la célula®. Posterior al reconocimiento
el macréfago se activa y comienza a mostrar funciones efectoras como son
fagocitosis y posterior destruccién del patégeno, produccion de citocinas y
quimiocinas que contribuyen con la comunicacion celular tanto de la inmunidad
innata como la adaptativa, y presentacion de antigenos a linfocitos T'.

El crecimiento de Salmonella es controlado en los macréfagos por el gene
Nramp1 durante los primeros dias de la infeccidbn. Nramp1 codifica para una
fosfoglicoproteina transmembranal NRAMP1 con actividad de canal de cationes
divalentes (Fe**, Zn?**, Mn?®*) que es rapidamente reclutada por el fagosoma que
contiene a la bacteria®®®®. Su funcién es bombear los cationes del interior hacia el
exterior del fagosoma. El Mn?* es un cofactor esencial para ciertas isoformas de la
superoxido dismutasa, una enzima que neutraliza a las especies reactivas del
oxigeno (ROS)?.

Por otra parte los macréfagos en su superficie, presentan receptores para
Fc de anticuerpos y proteinas del complemento que se encuentran opsonizando a
los microorganismos. Este hecho facilita la fagocitosis del patégeno y su posterior
destruccion. Es importante mencionar este punto ya que en el presente trabajo se
evalia la actividad de los anticuerpos para llevar a cabo el proceso de
opsonogagocitosis.

Células dendriticas (DC). Desde su primera descripcion por Ralph Steinman

en 1973% el estudio de las DCs ha crecido exponencialmente. Las DCs son

células fagociticas derivadas de médula ésea, la localizacion de éstas en sitios de



entrada del antigeno; la capacidad de migrar a través de tejidos hacia érganos
linfoides; capturar antigenos; procesarlos y presentarlos en el contexto del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) a linfocitos T, entre otras hacen
a estas células indispensables para iniciar una respuesta inmune especifica
eficiente, ademéas de que son cualidades que la hacen ser células presentadoras
de antigeno profesionales (APC) °. Como ya se mencioné anteriormente, estas
células son las primeras en ponerse en contacto con S. typhimurium por lo que
son de gran importancia en el reconocimiento y destruccion de la bacteria.

Una vez que la DC reconocen a un microorganismo a través de sus PRRs,
ocurren varios eventos como son: Fagocitosis y posterior presentacion de
antigeno, ademas de la maduracion de la célula, la cual consiste entre otras
cosas en un aumento en la expresion de moléculas coestimuladoras como CD80,
CD86, CD40, moléculas de MHC para la presentacion del antigeno, pérdida de su
capacidad fagocitica, secrecion de citocinas, todo esto para poder tener una
eficiente activacion de linfocitos T. El proceso de maduracion ademas incluye un
cambio en la expresién de receptores para quimiocinas” y moléculas de
adhesion*® permitiendo de esta manera que la DC pueda viajar del sitio de
infeccidn al érgano linfoide secundario mas cercano, sitio donde se lleva a cabo la

presentacion de antigeno.

INMUNIDAD ADAPTATIVA.

La respuesta inmune adaptativa puede dividirse en respuesta celular y
humoral, La respuesta inmune celular esta compuesta por linfocitos T CD4+ y

CD8+, mientras que la respuesta inmune humoral esta mediada por anticuerpos.



Una vez que la respuesta inmune innata ha activado sus mecanismos en
contra de un patdégeno, contribuira a la generacién de la respuesta inmune
adaptativa frente a éste. Los linfocitos T CD4+ reconocen a los antigenos
exogenos los cuales son presentados por moléculas del MHC clase Il. Una vez
que esto ocurre, los linfocitos T CD4+ se diferencian hacia linfocitos T
cooperadores 1 (Th1) o linfocitos T cooperadores 2 (Th2). Los Th1l se
caracterizan por secretar interferon gamma (IFN-y) mientras que los Th2 se
caracterizan por secretar interleucina 4 (IL-4).

Los linfocitos T CD8+ reconocen antigenos enddgenos asociados a las
moléculas del MHC de clase |. Estos linfocitos estan encargados de destruir a las
células infectadas por parasitos intracelulares y esto lo llevan a cabo mediante la
liberacién de IFN-y y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). La respuesta de
linfocitos T especificos son otro mecanismo mediante el cual se puede potenciar la
eliminacién de la bacteria. Estos linfocitos por su perfil Th1 tienen la capacidad de
producir IFN-y el cual activa a los macréfagos para favorecer la destruccion de
Salmonella’. Los linfocitos T citotéxicos también contribuyen con la muerte de
Salmonella, mediante la eliminacion de células infectadas por un proceso citolitico
directo mediante interaccion FAS y ligando de FAS (FasL) o a nivel de caspasas
dejando susceptible a la bacteria para su posterior destruccion.

Como ya se mencion6 anteriormente, las células de la inmunidad innata no
son las unicas en expresar TLRs, los linfocitos By T también expresan TLRs. Se
ha visto que al estimular linfocitos T de raton con LPS, se aumenta la expresion de

TLR2 y 4. Para linfocitos T CD8+ muestran incremento en su capacidad



citotéxica cuando sefializan a través de TLR-9, 3,5y 7 pero en el caso de TLR2
y 4 no lo hacen®’.

En los 6rganos linfoides secundarios, los antigenos son reconocidos en su
forma nativa por los linfocitos B, éstos a su vez actuan como células efectoras de
la respuesta inmune humoral mediante la expansion clonal antigeno especifica y
diferenciacién hacia células plasmaticas y de memoria®. Los anticuerpos
secretados tendran la especificidad idéntica a la del receptor del linfocito B (BCR).
La primera inmunoglobulina que secretan es de tipo IgM pero posteriormente el
ambiente de citocinas promueven el cambio de isotipo con lo cual, las células
plasmaticas pueden producir diferentes subclases de anticuerpos, que se
diferencian entre si por su funcion.

La estimulacién del linfocito B a través del BCR provoca la proliferacion y la
diferenciacion de estas células. Se ha visto que también induce la transcripcién de
MHC de clase Il, expresion de algunos receptores para citocinas como el receptor
de IL-4 e IL-2, moléculas de adhesion y coestimuladoras como CD80, CD-86 y
CD-40%%%",

La senalizacion mediada por BCR no es la Unica sefal para la activacion
del linfocito B, como ya se sabe, es necesaria la sefial proveniente del linfocito T a
través del ligando de CD40 también conocido como CD154, el cual es de gran
importancia en la respuesta frente a S. typhimurium ya que ratones deficientes en
CD154 fueron susceptibles a infeccion por la bacteria ya que cuando se les
administré una dosis sub-letal de bacteria atenuada y posterior administracion de

una cepa virulenta los ratones murieron, mientras que ratones sin la deficiencia



sobrevivieron hasta en un 90%. Por otra parte éstos ratones mostraron deficiente
produccion de IFN-y, IL-12 y 6xido nitrico®.

Anteriormente se pensaba que la respuesta inmune frente a los patégenos
intracelulares como lo es Salmonella estaba dada por células y que para los
patdgenos extracelulares la respuesta estaba dada por anticuerpos, ahora este
concepto no es del todo cierto ya que existen estudios en los que se sugiere que
algunos patdgenos intracelulares pueden tener fases extracelulares que les
confieren susceptibilidad a la respuesta inmune de anticuerpos'®.

Exposicién de macrofagos de ratén a S. typhimurium opsonizada con suero
inmune resulté en un incremento en la produccidén de superoxido favoreciendo la
muerte de las bacterias'®.

La capacidad opsonofagocitica de los anticuerpos permiten formar
complejos inmunes con Salmonella facilitando su internalizacién también en
células dendriticas, favoreciendo la destruccidn de ésta y posterior presentacion
de antigenos, fendmeno que es bloqueado por la bacteria en condiciones no
opsonizantes®’.

Los anticuerpos presentes en el lumen intestinal (IgM e 1gG) bloquean la
entrada de la bacteria inhibiendo su adherencia a las células epiteliales®, se
encontrd que ratones Knock-out para el receptor polimérico de la inmunoglobulina
(plgR) encargado del transporte de IgA e IgM a la mucosa intestinal, presentan

mayor susceptibilidad a la infeccién por S. typhimurium'*,

ANTICUERPOS Y SU FUCION.



Las inmunoglobulinas son un grupo amplio de proteinas presentes en el
suero, pueden encontrase principalmente en forma soluble conocidas como
anticuerpos o anclados a la membrana de los linfocitos B al cual se le conoce
como el receptor para antigeno de estas células (BCR).

La funcion principal de los anticuerpos es unirse de forma especifica a un
determinado antigeno, una vez que el anticuerpo se une al antigeno pueden surgir
diferentes consecuencias, como la neutralizacion, activacién del complemento,
opsonizacién o citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC), la funcién
efectora de los anticuerpos dependera de la estructura, la localizacién anatémica y
el isotipo del anticuerpo. Por ejemplo la IgG2a. La IgG2b y la IgG3 activan el
complemento, pero no la IgG1. En el caso de opsonofagocitosis los subtipos que

mejor se unen a sus receptores en células fagociticas son la IgG1 e IgG3*,

OPSONIZACION.

Los patégenos pueden ser eliminados por mecanismos mediados por la
interaccion de la fraccion Fc de los anticuerpos con sus especificos receptores en
la superficie de células efectoras.

Las células fagociticas expresan receptores para las porciones Fc de los
anticuerpos, cada uno con una afinidad y selectividad diferente para los distintos
subtipos de inmunoglobulina. Por ejemplo, el receptor FcyRIl (CD64) exhibe
apreciable afinidad por los anticuerpos de clase IgG1 y IgG3, el receptor FcyRll
(CD32) presente en células fagociticas une complejos monoméricos de IgG1 vy

lgG3, y el receptor FcgRIll-b (CD16) une polimeros de IgG1 y IgG3. La mayoria de



los FcR solo se unen a las inmunoglobulinas cuando esta unida al antigeno, ya
que ésta sufre un cambio conformacionales en la regién Fc que lo permite®®.

Cuando las moléculas de IgG se unen a una particula antigénica y la
recubren, a este proceso se conoce como opsonizacién, la IgG unida es
reconocida por los receptores FcyR de las células fagociticas, lo que sirve para
aumentar la eficacia de la fagocitosis, los subtipos que mejor se unen a estos
receptores son la IgG1 e IgG3 siendo los que mejor favorecen la fagocitosis.

Algunos determinantes antigénicos presentes en Salmonella pueden ser
reconocidos por anticuerpos frente a estos y llevar a cabo el proceso de
opsonizacién de la bacteria para favorecer su eliminacion.

La opsonizacion puede dar lugar algo mas que el simple incremento de la
union de las sustancias particuladas a los fagocitos. Los receptores FcyR de alta y
baja afinidad también estan implicados en la activacion metabdlica de la
fagocitosis, aumentando la eficacia de la posterior degradacién intracelular de las
particulas ingeridas.

Hasta este momento se ha estudiado a grandes rasgos como el sistema
inmune puede combatir a S. typhimurium; ésta a su vez responde a los ataques,
entre otras cosas modificando una estructura muy importante y conservada en las
bacterias Gram (-): el lipopolisacarido, el cual se describe enseguida asi como su

reconocimiento de una manera mas especifica.

EL LPS UN PAMP MUY IMPORTANTE EN BACTERIAS GRAM (-)



El LPS, también conocido como endotoxina, es bien conocido por sus
efectos inmunoldgicos, farmacolégicos y fisiopatologicos mostrados en diferentes
sistemas in vivo e in vitro.

El LPS bacteriano puede producir fuertes respuestas inflamatorias y, en
hospederos normales, estas respuestas pueden proteger frente a infecciones
bacterianas. Sin embargo, respuestas incontroladas frente al LPS pueden
desencadenar el desarrollo de sepsis o choque séptico, causando complicaciones

% La evasion de

inflamatorias severas con una mortalidad considerable.
infecciones por bacterias Gram negativas esta determinada por la habilidad de los
hospederos de no solo detectar al LPS y responder en su presencia, sino de
numerosos fendmenos que pueden inactivar el LPS, y/o prevenir reacciones
incontroladas producidas por éste.®

El LPS es una molécula compleja anfipatica que presenta una arquitectura
comun que comprende tres dominios denominados A) una region hidrofobica o
lipido A, unido a una region intermedia denominada core. B) nucleo o core comun
y C) una cadena especifica de unidades de repeticidbn de azucares llamado
antigeno “0”.%,

La porcion del LPS denominada lipido A, es responsable de muchos
fenbmenos  patolégicos relacionados con infecciones por bacterias Gram
negativas, como son el shock endotoxico.

Por ejemplo, el lipido A de E. coli esta formado por un disacarido de
glucosaminas bifosforiladas en las posiciones 1 y 4’, unidas por un enlace 3 1-6

glucosidico (GlcpN II- GlcpN 1). Ambas glucosaminas estan sustituidas en las

posiciones 2,2’,3,3’ por acido 3-hidroximiristico, y con sustituciones de grupos



acilos secundarios en el grupo hidroxilo del acido 3-hidroximiristico, en posicién 3’
por acido miristico y en 2’ por &cido latrico de la GlcpN- 11.8.

Diferentes bacterias producen distintas moléculas de LPS estructuralmente
hablando, que varian en el numero de grupos fosfato, numero de cadenas de
acidos grasos asi como la composicidén de estos, entre otras. Estas variaciones se
ven reflejadas en las actividades o efectos biolégicos producidos en células del
hospedero.®.

Se ha observado que las variaciones en composicidon y estructura
tridimensional del lipido A del LPS pueden activar diferencialmente vias de
sefalizacion a través de TLRs. La conformacién conica del LPS estimula células a
través de TLR-4, mientras que la conformacién cilindrica del LPS desencadena
produccion de citocinas a través de TLR-2°°.

También se ha observado que de acuerdo con la estructura tridimensional
del lipido A del LPS se puede antagonizar una respuesta a LPS con otra
conformacién. Una conformacion cilindrica del lipido A del LPS antagoniza una
respuesta de produccién de citocinas inducida por un LPS con estructura cénica®.
Los factores que influencian la estructura o conformacion tridimensional del lipido
A del LPS son el numero de cadenas de acidos grasos asi como el largo de éstos,

la asimetria de los acidos grasos y la distribucién de cargas negativas®®.

RECONOCIMIENTO DEL LPS.

El reconocimiento del LPS ocurre a través de un complejo receptor (TLR4-

MD2-CD14) que esta presente en varios tipos celulares incluyendo macréfagos y

células dendriticas 1%,



El reconocimiento de LPS también requiere de una proteina accesoria o
proteina de unién al lipopolisacarido (LBP) que convierte micelas oligoméricas de
LPS a monoméricas para transferirlo a CD14, que es una proteina de membrana
de alta afinidad y que también se encuentra en forma soluble. Se ha observado
que CD14 es de gran importancia en el reconocimiento especifico de distintos
tipos de LPS por el complejo receptor, estudios con macréfagos que contienen la
molécula mostraron una alta especificidad para reconocer un LPS silvestre de LPS
modificados con bajas dosis de estos, mientras que macréfagos deficientes de
CD14 no mostraron especificidad de reconocimiento y requirieron mayores dosis
para observar una respuesta®.

CD14 concentra al LPS para unirlo al complejo TLR4-MD2. EI
reconocimiento de taxol por el complejo TLR4 de raton estda mediado por el
componente MD2 del complejo y un residuo especifico de glutamina en la regidon
carboxi-terminal de la molécula® lo que nos habla de la importancia de la molécula
MD2 dentro del complejo de reconocimiento del LPS.

Cémo el complejo reconoce al LPS y sefnaliza a través de la membrana
todavia no estd completamente estudiado. La importancia de TLR4-CD14-MD2 en
el reconocimiento del LPS esta muy estudiado en ratones knock-out para alguno
de estos genes y en humanos con polimorfismos en estos mismos genes y que se
observa una reduccién en la magnitud de respuesta frente al LPS®.

En recientes estudios, nuevos receptores parecen mostrar estar
involucrados en el reconocimiento del LPS. Existe la posibilidad de que moléculas
como integrinas, proteinas de choque térmico, CXCR4 o CD55 puedan formar

parte del complejo de reconocimiento del LPS ya conocido®.



El complejo LPS-CD14-TLR4-MD2 recluta y activa una proteina mieloide
de diferenciacién adaptadora denominada MyD88°'. Esta a su vez recluta dos
serin-treonin-cinasas denominadas receptor de IL- 1 con actividad de cinasa (IRAK
e IRAK2). Ambos IRAK interaccionan subsecuentemente con la molécula
adaptadora denominada factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) que se une
a una proteina cinasa inductora de cinasas NF-«B (NIK). NIK activa el complejo
IkB cinasa (1KKa e IKKb) que directamente fosforila IkB. La fosforilacion de |IkB
media su degradacion por el complejo IkB ubicuitinado-proteasomas y liberando y
activando al factor de transcripcion NF-xB el cual induce la producciéon de
citocinas: IL-1, IL-6, 1L-8, TNF-B, moléculas de adhesion: VCAM-1, ELAM-1,
proteinas de fase aguda como la proteina mieloide del suero, C3, etc. Todo lo
anterior conlleva a la activaciébn de la respuesta inmune innata celular con
migracion y reparacién celular, inflamacion y al final la propia regulacion de esta
respuesta por medio de NF-xB °>61:81.99.106

Como se menciond anteriormente S. typhimurium puede responder a
estimulos dafninos presentes en el hospedero, esto lo hace a través de sistemas
de deteccion que regulan la expresion de genes que le permiten sobrevivir a
dichos estimulos. A estos sistemas de deteccidn se les denominan sistemas

reguladores de dos componentes.

SISTEMAS REGULADORES DE DOS COMPONENTES.

La patogénesis bacteriana requiere proteinas que detectan el
microambiente del hospedero y responden regulando la transcripcion de genes de

virulencia.



El sistema de transduccién de senales de dos componentes, es el principal
sistema en las bacterias para detectar ambientes hostiles o dafinos para ella, y
transduce informacién dentro de la célula. Esto fue descubierto por Hall y Silhavy
en Escherichia coli; ellos encontraron que los genes para proteinas de membrana
externa (ompF y ompC) son regulados por dos proteinas: una proteina
citoplasmética (OmpR) y una proteina de membrana (EnvZ) en respuesta a
cambios en la osmolaridad. Este estudio sugiri6 que la informacién del ambiente
que rodea a la bacteria, puede se detectado a través de proteinas de membrana, y
producir una transduccién de sefales. Desde entonces muchos sistemas similares
han sido descritos gracias a andlisis de genémica bacteriana'®. En el caso de S.
typhimurium los sistemas reguladores de dos componentes le permiten entre otras

cosas llevar a cabo modificaciones estructurales a su LPS.

MODIFICACIONES ESTRUCTURALES AL LPS DE S. typhimurium.

Para S. typhimurium, uno de sus mecanismos reguladores es el sistema

PhoP/PhoQ, que actiia como sensor-cinasa y activador transcripcional'>?”

, el cual
regulara la activacion de algunos genes y la represién de otros. El sistema
regulador de dos componentes PhoP-PhoQ de S. typhimurium regula genes
necesarios para sobrevivir intracelularmente y le confiere entre otras cosas
resistencia a péptidos catidnicos antimicrobianos., ademas de permitirle llevar a
cabo modificaciones estructurales al lipido A de su LPS.

PhoQ es una proteina integral de membrana con actividad histidina-cinasa,

la cual es capaz de sensar el medio ambiente y transferir fosfatos a un residuo



conservado en la parte amino terminal de PhoP. El PhoP fosforilado se une a un
promotor especifico e induce o reprime la expresibn de mas de 40 genes
llamados phoP activados (pags) y phoP reprimidos (prgs) respectivamente* .

Andlisis por espectroscopia de masas reveld que modificaciones
estructurales al lipido “A” reguladas por el sistema PhoP-PhoQ de S. typhimurium
indujeron la adicién de aminoarabinosa y &cido 2-hidroximiristico al lipido “A” del
LPS. El lipido A modificado estructuralmente, alter6 la expresion de la molécula de
adhesién E-selectina por células endoteliales y la expresidn del factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) por monocitos humanos®*

Estudios con cepas de S. typhimurium resistentes a polimixina mostraron
que otras modificaciones al lipido A son dependientes de un segundo sistema
regulador: PmrA/PmrB. La activacién de PhoP-PhoQ estimula la sintesis de PmrA-
PmrB que a su vez regula la expresion de pmrE, el cual codifica para una UDP
glucosa deshidrogenasa (UGD). UGD y enzimas codificadas en el operdn
pmrHFIJKLMN estan involucradas en la produccién de amino-arabinosa y que al
unirse al lipido A le confieren a la bacteria resistencia a algunos péptidos
catidnicos y polimixina®371:9%,

Los dos sistemas reguladores arriba mencionados de alguna manera tienen
que estar conectados para poder funcionar simultdneamente. En recientes
estudios con S. typhimurium han descrito una proteina PmrD que puede ser el
conector necesario entre los sistemas reguladores ya mencionados, esta proteina
es regulada por la activacion del sistema PhoP-PhoQ, PrmD una vez sintetizada,
se une a PrmA fosforilada estabilizando esta unién y permitiendo la transcripcidon

de los genes relacionados con PmrA'e,
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Figura 1. Sistemas reguladores de dos componentes en S. typhimurium.
Algunas senales que controlan la expresion de los sistemas PhoP-PhoQ y
PmrA-PmrB y la interconexion de los dos sistemas. (Imagen modificada de
Groisman E.A. Journal of bacteriology 2001).

Varios estudios muestran evidencia de que mutacién en genes relacionados
con la biosintesis del LPS provocan algunos cambios en éste y ademas su
actividad bioldgica se ve influenciada. Una mutacion en IpxM en S. typhimurium
produce un LPS con lipido A pentacilado y no hexacilado como normalmente
sucede, el LPS pentacilado indujo una disminucioén en la produccion de TNF-a, IL-

1B y NOI*°.



Diferentes grados de acilacion en E. coliy P. gingivalis mostraron diferentes
respuestas en células T antigeno especificas, asi como produccién diferencial de
citocinas , esto también visto en distintas subpoblaciones de células dendriticas®.
La activacién de PhoP-PhoQ por su parte, induce la expresiéon de PaglL, la cual es
una 3-O deacilasa y de pagP que es una palmitoil transferasa lo que da como
resultado un LPS modificado en su lipido A, esta modificacion esta dada por la
sustitucion de un acido 3-hidroximiristico por acido palmitico. Este cambio en el
lipido A del LPS induce una disminucion de activacién de NFkB de 200 veces en
células de raton y humanas transfectadas con TLR-4, lo que nos dice que el
reconocimiento por TLR-4 esta siendo influenciado por los grados de acilacidén del
LPS®.

En estudios previos se encontré que el lipido A de la cepa S. typhimurium
silvestre WT ATCC 14028s, cambia cuando se inducen mutaciones en los
operones phoP-phoQ o pmrA-pmmB*. El obtuvo varias cepas, de las cuales dos
son empleadas en este trabajo.

La primera de ellas es la JSG430 que es una cepa phoP® pmrA” que tiene
la caracteristica de presentar un lipido A heptacilado formado por un disacarido de
D-glucosamina bifosforilado en 1 y 4, unidos entre si por un enlace glucosidico 3
1-6 (GIcN 1I-GlcNIl). Las dos glucosaminas estan sustituidas por &acido 3-
hidroximiristico en las posiciones 2,3,2°,3" y con sustituciones de grupos acilo
secundarios en el hidroxilo del acido 3-hidroximiristico en posicién 3" por acido
hidroximiristico y en 2" por &cido laurico de la GlcpN Il, ademdas de una sustitucion

en el grupo acilo secundario con &cido palmitico en la posicién 22°.



La segunda cepa es la JSG-435, que es una cepa pmrA505 zid::Tn10d-
cam y la diferencia con la JSG-430 es que la JSG-435 esta sustituida en la
posicién 4” por una aminoarabinosa unida por un enlace fosfoester?®3',

Las estructuras moleculares de los LPS utilizados en el presente trabajo se

muestran enseguida.
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FIG.2 Esquema de los diferentes LPS expresados en las cepas de S.
typhimurium utilizadas en el presente trabajo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Durante el proceso infeccioso S. typhimurium tiene la capacidad de detectar
el ambiente peligroso para ella a través de los sistemas reguladores de dos
componentes PhoP-PhoQ, PmrA-PmrB y realizar modificaciones estructurales al
lipido A de su lipopolisacarido que le permiten evitar la accion de péptidos
antimicrobianos y algunos mecanismos innatos de defensa. Sin embargo, no se
conoce si estas modificaciones en el lipido A pudieran también afectar la repuesta
inmune humoral contra la bacteria ya que la respuesta inmune innata es

fundamental para la activacion de la respuesta inmune adaptativa.



OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el efecto del lipido A de Salmonella enterica serovar Typhimurium
modificado por los sistemas PhoP—-PhoQ y PmrA-PmrB sobre la respuesta de
anticuerpos y la capacidad de estos para mediar la opsonizacién y fagocitosis de

la bacteria.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Estudiar la respuesta de anticuerpos contra las bacterias que expresan en
forma constitutiva los LPS modificados en el lipido A por los sistemas
reguladores PhoP-PhoQ, PmrA-PmrB.

e Evaluar la funcionalidad de los anticuerpos producidos in vivo contra la

bacteria mediante ensayos opsonofagociticos.

HIPOTESIS.

Los LPS de Salmonella typhimurium modificados por los sistemas PhoP-
PhoQ y PmrA-PmrB, inducen una disminuciéon en la respuesta de anticuerpos
contra la bacteria que conlleva una disminucién en la opsonizacion y fagocitosis de

la bacteria.



MATERIALES Y METODOS.

CEPAS BACTERIANAS.

Se utilizé la cepa de S. typhimurium ATCC 14028 ( WT) , asi como las que
presentan modificaciones estructurales en su LPS ( JSG-430 y JSG435.)
Se utilizé la cepa de Salmonella typhimurium con un plasmido (pFPV25) que
expresa la proteina verde fluorescente para evaluar la capacidad opsonofagocitica

de los anticuerpos producidos frente a la bacteria.

LINEA CELULAR.

Se utilizé la linea celular de macrofagos de raton J774 A.1 para evaluar la
capacidad fagocitica de los complejos inmunes formados por los anticuerpos anti-

S. typhmurium-GFP.

DETERMINACION DEL EFECTO DE LOS LPS MODIFICADOS SOBRE LA

RESPUESTA INMUNE HUMORAL FRENTE A LA BACTERIA.

Se emplearon ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de edad (Harlan)
mantenidos en condiciones libres de patdgenos especificos (SPF), las ratones se
alojaron en grupos de 6 animales dentro de microaisladores. Los ratones se
inmunizaron con 1 x10° bacterias muertas por calentamiento a 702 C/ 45 minutos
de las cepas JSG210, JSG430 y JSG435. Como control negativo se inyectaron
ratones con SSI. Los ratones se sangraron cada cuatro dias, el dia 15 fueron
reinmunizados con la misma dosis de antigeno y fueron sangrados el dia 21 y 30

posteriores a la primera inmunizacién. La obtencién de la muestra de sangre se



hizo con tubo capilar en el espacio retroorbital del ojo, la sangre se colecté en
tubos Microtainer BD, se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos y se congelaron
a —20° C hasta la realizacion del ensayo inmunoenzimatico. Se evalu6 la
respuesta humoral contra la bacteria silvestre influenciada por el lipido A de los
LPS, determinando titulos de IgM, IgG vy las subclases por ensayos

inmunoenzimaticos.

PREPARACION DE ANTIGENOS PARA EL ENSAYO INMUNOENZIMATICO
EN FASE SOLIDA (ELISA).

Se colocd un inéculo de la bacteria a un matraz erlenmeyer conteniendo
caldo Luria Bertani y se incub6 a 37°C y 200 rpm en un incubador con agitacién el
tiempo necesario para obtener una D.O de 0.95 a una lambda de absorcion de
540 nm, que equivale a 1 X 10° bacterias. Una vez obtenido el nimero de
bacterias se procede a quitar el medio de cultivo con 4 lavados con PBS 1x . Se
inactivo a la bacteria por calor, en bafio maria a 70°C durante 1 hora y se siembra
en cajas petri conteniendo Agar tripticasa soya para corroborar que no exista
crecimiento. Se quité el PBS de la suspension bacteriana mediante centrifugacion
y decantacién del sobrenadante y se resuspende el botén en amortiguador de

carbonatos a pH 8.6 para la posterior sensibilizacion de placas.



DETERMINACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS POR ELISA.

Se sensibilizaron placas de 96 pozos para inmunoensayo (Corning) con 1
X 107 bacterias por pozo Yy se incubaron a 37°C durante una hora y después a 4
C durante toda la noche.

Se lavaron las placas cuatro veces con solucibn PBS-Tween 20 y se
bloquearon con 200 uL de leche descremada disuelta en PBS al 5%, incubando
las placas a 37°C por 1 hora. Se lavaron las placas cuatro veces con solucién
PBS-Tween 20, las placas se refrigeraron hasta su empleo.

Los sueros fueron diluidos 1:40 (5 uL en 195 ulL) en leche-PBS al 5% a
partir de esta dilucibn se realizaron diluciones seriadas en factor de dos
transfiriendo 100 uL de la dilucién a otro pozo que contenga 100 uL de leche PBS
hasta completar los 12 pozos de la placa de micro dilucion de fondo cénico
Corning, se transfirieron las diluciones a la placa para inmunoensayo sensibilizada
con el antigeno correspondiente, se incubaron a 37°C por una hora , se lavaron 4
veces con PBS-Tween 20 y se adicionaron 100 uL por pozo del anticuerpo anti Ig
respectivo marcado con peroxidasa, diluido 1:1000 en leche-PBS, se incubd por
90 minutos a 37° C, se lavaron 4 veces con PBS-Tween 20 y se reveld con la
solucién reveladora incubando en la oscuridad por 15 minutos, se detuvo la
reaccion adicionando 10 uL de acido sulfurico 2.5 N. Las placas fueron leidas en
un lector de microplacas (Dynex Technologies) a 480 nm. Se determinaron los
titulos de anticuerpos especificos y se graficé en forma logaritmica contra el dia a

que corresponda el suero.



ENSAYOS OPSONOFAGOCITICOS.

Se evalud la capacidad opsonofagocitica de los anticuerpos anti-S. typhimurium
mediante la fagocitosis de los complejos inmunes formados por estos anticuerpos
y S. typhimurium-proteina verde fluorescente (GFP) en wuna linea celular de
macrofagos (J774) de raton, utilizando citometria de flujo. Para esto se ajusto la
concentracién de S. typhimurium-GFP considerando una DO**"™ = 0.950 + 0.005
como 1.0x10° UFC/mL. Se lavaron 5 mL de la suspensién bacteriana previamente
ajustada a 1.0x10° UFC/mL con PBS. El botén de bacterias se resuspendié en 2.5
mL, se agregd en un eppendorf 100 pyL de la suspensién de bacterias y se
adiciono 100 pL de la dilucién 1:50 de los sueros a evaluar. La suspension
bacteriana con el suero se incubo durante 15 minutos a 37 °C, para opsonizar la
bacteria. Transcurrido el tiempo se lavo la suspensién bacteriana en dos
ocasiones, para retirar el anticuerpo en exceso.

Se colocaron 1 x 10° macréfagos de la linea J774 por pozo en placas de 6
pozos en medio libre de SFB, se adicioné 50 uL de la suspension S. typhimurium-
GPF que equivale a 50 x 10° bacterias. Después de 30 minutos de incubacién a
37°C y 5% CO, se agregd 15 pL de gentamicina (1 pg/pL ) para inactivar a la
bacteria que no fue internalizada. Se realizaron dos lavados con PBS,y finalmente
se resuspendio el botdn el boton final en 500uL para ser leidas en el citbmetro de
flujo (CyAn™ ADP Dako®). Se capturaron al menos 10 000 eventos en el
citbmetro de flujo. Se analizaron los datos obtenidos mediante el Software Summit

version 4.3.






RESULTADOS.

EL EFECTO DE LAS MODIFICACIONES ESTRUCTURALES AL LPS DE S.
typhimurium INDUCEN UNA DISMINUCION EN LOS TITULOS DE

ANTICUERPOS FRENTE A LA BACTERIA.

La primera pregunta planteada fue si las modificaciones estructurales al
lipido A del LPS de Salmonella typhimurium pueden modificar la respuesta de
anticuerpos contra la bacteria. Para contestarla se inactivaron por calor las cepas
WT, JSG-430 y JSG-435 y se inocularon a grupos de ratones por via
intraperitoneal, los titulos de anticuerpos especificos fueron medidos en el suero
de los ratones inmunizados por medio de ELISA como se muestra en la figura 3.

No se encontraron diferencias en los titulos de anticuerpos de clase IgM
para cada una de las cepas evaluadas durante la respuesta primaria y secundaria,
ademas de que la cinética se comporté de manera muy similar para las tres cepas.
El titulo mas alto alcanzado fue alrededor de 7.5 para las tres cepas en el dia 30
(Figura 3A).

Lo que corresponde a los titulos de anticuerpos IgG total, se encontré que
en respuesta primaria no hay anticuerpos IgG, pero en respuesta secundaria se
observa que el mayor titulo lo alcanza la cepa WT y que las cepas 430 y 435
muestran menores titulos (2 veces menos) de anticuerpos que los inducidos por la
WT. No se observan diferencias entre los titulos de las cepas 430 y 435 (Figura
3B).

El analisis de los anticuerpos IgG1 mostrdé una cinética similar al de los

anticuerpos IgG totales. En la respuesta primaria no se observaron titulos de



anticuerpos, mientras que durante la respuesta secundaria la cepa WT indujo los
mayores titulos. Una vez mas las cepas 430 y 435 indujeron los menores titulos de
anticuerpos que en el dia 30 alcanz6 una diferencia de 4 veces menos con
respecto los titulos inducidos por la WT (Figura 3C).

El andlisis de los anticuerpos IgG2a mostré6 que la cepa 430 indujo los
titulos mas elevados seguida por la cepa WT, mientras que la cepa 435 indujo el
menor titulo de anticuerpos. La presencia de estos anticuerpos fue observada
unicamente durante la respuesta secundaria (Figura 3D).

Los titulos de anticuerpos IgG2b inducidos por las cepas WT , 430 y 435
fueron similares durante el experimento. (Figura 3E).

Los titulos de anticuerpos 1gG3 inducidos por las 3 cepas fueron
observados uUnicamente durante la respuesta secundaria. Una vez mas la WT
indujo los mayores titulos, la cepa 430 mostr6 una cinética mas lenta que la WT ya
que hasta el dia 30 alcanzé los mismos titulos que ésta. La cepa 435 indujo el
menor titulo de anticuerpos (Figura 3F)

En la figura 6 se observa que la capacidad opsonofagocitica de los anticuerpos
producidos por las bacterias que expresan los LPS modificados esta disminuida

con respecto a los inducidos por la cepa silvestre.
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Figura 3. Las modificaciones estructurales al lipido A del LPS de las cepas 430 y
435 inducen una disminucion de los titulos de anticuerpos especificos contra S.
typhimurium. Las cepas de S. typhimurium expresando los LPS 430 y 435 indujeron
menores titulos de anticuerpos (panel B, C y F) con excepcién de IgM e IgG2b. La cepa
con el LPS 435 tuvo una disminucion mas significativa que la cepa silvestre y la cepa 430.
Grupos de 4 ratones BALB/c fueron inmunizados por via intraperitoneal con 1 x 10°
bacterias de las cepas 210 0 430 0 435. Se obtuvieron muestras de sangre a los tiempos
mostrados y los sueros se titularon por el método de ELISA. Los titulos mostrados estan
expresados en logaritmos base dos y el titulo es la dilucién a la cual se alcanza 3 veces
la absorbancia del fondo.



CARACTERIZACION DE LINEA CELULAR J774 A.1 A TRAVES DE LA

EXPRESION DE CD14

Para determinar la identidad, homogeneidad y pureza de la linea celular
J774 A.1 de macrofagos de raton a utilizarse en el presente estudio, se evalud la
expresion del marcador CD14 utilizando un anticuerpo especifico conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Las muestras se leyeron en un citdbmetro de
flujo (CyAn™ ADP Dako®) evaluando la intensidad de fluorescencia en el canal
FL1 y se capturaron al menos 10 000 eventos. Las células analizadas mostraron
un patrén de expresion homogéneo en el 94.52 % de las células J774 A.1 (Figura

4).

9.3 EXPRESION DE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE (GFP) EN LA

BACTERIA S. typhimurium

Se verifico la expresion del la GFP en la bacteria S. typhimurium (S. typhimurium-GFP)
mediante un citémetro de flujo (CyAn™ ADP Dako®) evaluando la intensidad de

fluorescencia en el canal FL1 y se capturaron al menos 10 000 eventos (Figura 5).
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Figura 4. Expresion del marcador CD14 en la linea celular de macréfagos de
raton J774 A.1 Se incub6é 1x10° macréfagos con un anticuerpo anti-CD14
conjugado con FITC y se analizé el porcentaje de células positivas por citometria
de flujo utilizando un citdmetro CyAn™ ADP Dako®. Para el analisis se capturaron
al menos 10 000 eventos de la zona seleccionada. A) Grafica de puntos de
tamafno contra granularidad donde se muestra la poblacion de macrofagos B)
Gréfica de puntos e Histograma de las células sin anticuerpo (autofluorescencia)
C) Grafica de puntos Histograma de las células con el anticuerpo anti-CD14
conjugado con FITC se obtuvo un 94.52 % de células positivas para la expresion
de CD14
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Figura 5. Expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) de la bacteria S.
typhimurium. Histogramas de las bacterias S. typhimurium A). Sin la proteina



verde fluorescente B). Con la proteina verde fluorescente. Se verifico la expresion
de la proteina verde fluorescente en la bacteria S. typhimurium evaluando la
intensidad de fluorescencia en el canal FL1 y se capturaron al menos 10 000
eventos en el citometro de flujo.

LAS CEPAS DE S. typhimurium QUE EXPRESAN LOS LPS MODIFICADOS
INDUCEN UN MENOR EFECTO OPSONOFAGOCITICO CONTRA LA

BACTERIA.

El hecho de inducir una disminucién en los titulos de anticuerpos podria
sugerir que S. typhimurium mediante las modificaciones estructurales en su LPS
podria favorecer la infeccion. Con el fin de estudiar si la capacidad
opsonofagocitica de los anticuerpos inducidos por las cepas 210, 430 y 435 fue
modificada, S. typhimurium que expresa la GFP se incub6 con los sueros de los
ratones inmunizados y posteriormente esta mezcla se incubé con macréfagos.
Mediante citometria de flujo se determiné el ingreso de las bacterias al interior de
los macréfagos como medida de la capacidad opsonofagocitica de los sueros
descomplementados.

En la figura 6 se observa que la capacidad opsonofagocitica de los anticuerpos
producidos por las bacterias que expresan los LPS modificados esta disminuida

con respecto a los inducidos por la cepa silvestre.
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de la bacteria. A) Fagocitosis de S. typhimurium WT, opsonizada con anticuerpos anti-WT. B)
anti-430 C) anti-435. D y E) Suero no inmune e hiperinmune fueron utilizados como controles
negativo y positivo respectivamente. S. typhimurium WT expresando GFP se incub6 en
presencia de los anticuerpos anti-430 y 435, la mezcla se incubd con macréfagos de la linea
celular J774 y se midio la entrada de bacterias a los macréfagos mediante citometria de flujo.

DISCUSION.

Los microorganismos, en particular los patéogenos, a través del tiempo han
desarrollado mecanismos que les permiten sobrevivir a ambientes peligrosos para
ellos y que estan presentes en los hospederos, los cuales a su vez también han
desarrollado mecanismos de defensa contra éstos, de tal manera que la
supervivencia de alguno de ellos estara determinada por el equilibrio entre los
sistemas de defensa del hospedero y los factores de patogenicidad y virulencia del
microorganismo.

Para que un patégeno pueda infectar al hospedero, se enfrenta a un
sistema de defensa innato como primera linea de resistencia y que generalmente
suele ser muy efectivo y por lo tanto controla o elimina al patégeno. Algunas veces
la primera linea de defensa innata no es lo suficientemente efectiva para terminar
con el patégeno, de tal manera que éste puede ingresar al organismo,
reproducirse y causar dafo. Por su parte los organismos vertebrados, como
producto de la evolucidén, han desarrollado sistemas de defensa mas especificos
por ejemplo, contienen células capaces de producir anticuerpos y modificar sus
receptores de antigeno de tal manera que el reconocimiento de los determinantes
antigénicos de los patdogenos es mas efectivo y por lo tanto pueden ser eliminados

eficazmente.



Dentro del género Salmonella existen una gran cantidad de especies, las
cuales causan diversos tipos de danos en mamiferos por lo que han sido
ampliamente estudiadas. Un ejemplo claro es la fiebre tifoidea en el humano, la
cual ha cobrado miles de vidas a lo largo del tiempo y es causada por S. typhi.
Por su parte S. typhimurium causa una enfermedad parecida a la fiebre tifoidea en

el ratébn y que por lo tanto suele ser un modelo de estudio de la enfermedad.

Existen muchos estudios que describen los mecanismos involucrados en la
patogenicidad de S. typhimurium que van relacionados a cambios en la
composicion antigénica de la bacteria, entre los cuales se encuentran los sistemas
reguladores de dos componentes PhoP-PhoQ y PmrA-PmrB que estan
involucrados en las modificaciones estructurales al LPS, el cual es el PAMP
mayormente estudiado debido a sus propiedades adyuvantes; para inducir fiebre;
shock endotéxico y por participar activamente procesos inflamatorios®.

Debido a la heterogeneidad estructural del LPS en cada bacteria, se tienen
diferentes respuestas fisiologicas. Se han descrito diversas formas estructurales
en el lipido A del LPS, estas diferencias son el arreglo tridimensional y dependen
del numero de cadenas de acidos grasos o numero de atomos de carbono dentro
de cada una y simetria de la molécula, dandoles formas cénicas o cilindricas que
determinan las respuestas inflamatorias diferenciadas entre cada molécula y por lo
tanto entre cada microorganismo®.

Se ha encontrado que S. typhimurium, durante la infecciébn activa sus
sistemas reguladores PhoP-PhoQ y PmrA-PmrB, que le permiten realizar

modificaciones estructurales a el lipido A de su LPS, confiriéndole resistencia a



péptidos catiénicos antimicrobianos y menor produccién de TNF-a***°. Esto nos
hace pensar que la bacteria de alguna manera podria controlar la respuesta
inmune innata y aumentar su supervivencia y por lo tanto favorecer la infeccién.

Tomando en cuenta los datos relacionados con las modificaciones
estructurales que S. typhimurium realiza en su LPS y lo que éstas producen sobre
la respuesta inmune innata, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los
efectos de las modificaciones estructurales del lipido A de S. typhimurium sobre la
respuesta de anticuerpos frente a ésta.

Para poder evaluar la respuesta de anticuerpos contra la bacteria, asi como
determinar si las modificaciones estructurales del lipido A de su LPS disminuyen
los titulos frente a ésta, se inmunizaron ratones con la bacteria completa
inactivada por calor, por lo tanto la respuesta de anticuerpos fue frente al total del
mosaico antigénico presente en cada cepa.

Se obtuvieron los titulos de anticuerpos de cada suero frente a la cepa
silvestre, tomando en cuenta que la Unica variacion antigénica existente entre
cada cepa mutante es en el lipido A del LPS.

En cuanto a la respuesta de anticuerpos de clase IgM no se observo una
diferencia significativa en los titulos de anticuerpos inducidos por las tres cepas
evaluadas, sin embargo, en la respuesta de anticuerpos IgG total, se encontraron
diferencias significativas después del refuerzo sugiriendo la participacién del
linfocito T en el proceso, ya que éstos pueden generar un microambiente de
citocinas que contribuye a que el linfocito B lleve a cabo el cambio de isotipo. Sin
embargo dentro del isotipo IgG se conocen distintas sub-clases de anticuerpos,

por lo que se evalud el titulo inducido de éstas.



En cuanto a las subclases de IgG se encontrd6 que los titulos estan
disminuidos en las cepas JSG-430 y JSG-435 con respecto a la cepa silvestre,
con excepcidn de la subclase 1gG2b.

Actualmente se conoce el papel importante de la respuesta inmune innata
sobre la regulacion de la respuesta inmune adaptativa de tal manera que el
reconocimiento de los LPS modificados presentes en la bacteria pueden ser
reconocidos de manera diferencial por las células de la respuesta inmune

6980 5 través de TLR-4, llevando a una activacion de diferentes mecanismos

innata
de eésta, como son diferente patrén de secrecion de citocinas, expresion de
moléculas coestimuladoras, moléculas del MHC-Il que puedan afectar la
activacién del linfocito T y por lo tanto de la respuesta adaptativa, siendo esto un
posible mecanismo para explicar los resultados obtenidos en los titulos de
anticuerpos.

Por otra parte la expresiéon de TLRs no esta restringida a las células de la
respuesta inmune innata sino que también se encuentran en células de la
respuesta inmune adaptativa: linfocitos Ty B®'%*° a su vez se ha descrito que la
estimulacién a través de TLRs como una tercera senal es requerida para la
activacion de linfocitos B®®, ademas de que existen datos que sugieren que este
tipo de receptores pueden contribuir con senales de activacion, proliferacién o
supervivencia de linfocitos B ” por lo que el LPS modificado estructuralmente por
la bacteria podria ser reconocido y activar de manera diferente a estas células
dando otra posible explicacion de los resultados obtenidos.

Los resultados obtenidos podria deberse a la contribucién tanto de la

respuesta inmune innata como la adaptativa.



Estos resultados son de gran importancia, ya que de alguna manera nos
pueden sugerir que la bacteria al estar dentro del hospedero y activar sus
sistemas reguladores como PhoP/PhoQ o PmrA/PmrB, puede modular la
respuesta de anticuerpos producidos frente a ella y favorecer la infeccién
mediante la produccion diferencial de las distintas sub-clases de anticuerpos, las
cuales se sabe tienen funcion diferente.

Las bacterias con LPS modificado, indujeron una disminucién en los titulos
de anticuerpos, lo cual es de gran relevancia y sugiere que la bacteria puede
regular el sistema inmune a su favor. Los titulos de anticuerpos miden de manera
indirecta la cantidad de anticuerpos generados, sin embargo, no indican que estos
se encuentren involucrados en la lisis bacteriana o en la induccién de fagocitosis u
otros procesos involucrados en la generacién de inmunidad (proteccién)®®. Asi el
estudio de la funcionalidad de los anticuerpos aporta informacion relevante sobre
la respuesta inmune generada. Por ejemplo, se ha mostrado que S. typhimurium
tiene la capacidad de bloquear mecanismos de presentacion de antigenos por
células dendriticas, de tal manera que la activacion del linfocito T es baja y por lo
tanto la respuesta frente a la bacteria disminuye. Cuando las bacterias se
encuentran opsonizadas se favorece la internalizacion de éstas y la presentacion
de antigeno al linfocito T%”. Estos datos muestran lo relevante de medir la
funcionalidad vs la cantidad de los anticuerpos.

Con base en lo arriba expuesto, analizamos la capacidad opsonizacion de
los anticuerpos medida a través de la fagocitosis del complejo anticuerpo-bacteria
en macréfagos. Los resultados muestran que las cepas que expresan los LPS

modificados estructuralmente ademas de inducir un menor titulo de anticuerpos



inducen una menor opsonizacién y fagocitosis de la bacteria, esto pudiera in vivo
generar oportunidades para que la bacteria evada la respuesta inmune y asi
incrementar su supervivencia.

S. typhimurium a través de los sistemas reguladores de dos componentes
puede llevar a cabo modificaciones estructurales a un componente esencial y
mayoritario en la superficie de la bacteria como lo es el LPS, esta estrategia le
permitiria a la bacteria modular la respuesta inmune desde el reconocimiento por
las APC hasta la produccion de anticuerpos contribuyendo asi a su supervivencia

dentro del hospedero.



CONCLUSION.

Las modificaciones estructurales del LPS que produce S. typhimurium por
medio de los regulones phoP-phoQ y pmrA-pmrB, le permiten modificar tanto la
respuesta inmune innata como la respuesta de anticuerpos del hospedero, estos
efectos sobre el sistema inmune pudieran ayudar a la bacteria a evadir la
respuesta inmune e incrementar sus oportunidades de supervivencia vy

reproduccion en el hospedero.



ANEXO.

Reactivos utilizados para las determinaciones por ELISA.

Solucion reguladora de fosfatos (PBS) pH 7.4

Pesar exactamente:

Cloruro de sodio 8.79

Fosfato monobdésico de sodio  0.79g

Fosfato dibasico de sodio 2.7¢g

Disolver en 500mL de agua MilliQ, ajustar pH y llevar a volumen de1000mL con

agua MilliQ.

Solucion amortoguadora de Carbonatos (SAC) pH 9.5

Pesar exactamente:

Bicarbonato de sodio 7.0 g

Carbonato de sodio 2.8 g

Disolver en 500 ml de agua MilliQ, ajustar el pH y llevar a volumen de 1000 mL

con agua MilliQ.

Solucion amortiguadora de citratos (SAC) pH 5.6
Pesar exactamente:
Acido citrico 419

Citrato de sodio 29.0¢g



Disolver en 500 mL de agua MilliQ, ajustar pH y aforar con agua MilliQ a 1000mL

Solucion de lavado (agua Tween 0.1%)

A cada litro de agua destilada agregar 1 mL de Tween 20 y disolver.

Solucion de Bloqueo (PBS + leche 5%)
Pesar 5 g de leche descremada, agregar PBS suficiente para hacer un volumen de
100 mL.

Nota: Esta solucion debe ser utilizada el mismo dia en que es preparada.

Solucion de revelado.

Por cada 12 mL de SBC agregar 0.006g de OPD (SIGMA) y 10 uL de H20O; al
30% (SIGMA).

Nota: Esta solucion debe utilizarse inmediatamente después de haberse

preparado y debe mantenerse protegida de la luz.

Solucion de H.SO, 2.5 N
Medir 6.66 mL de acido sulfurico (98% pureza, & 1.84) y transferir a un matraz
volumétrico de 100mL con 50 mL de agua destilada, dejar enfriar y llevar al aforo

con agua destilada.
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