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RESUMEN

La lactoferrina (Lf) es una glicoproteina monomérica no hémica de 80 kDa de la familia de las
transferrinas. Por su capacidad de captar en forma reversible dos iones férricos (Fe3+), la Lf
presenta una forma libre (apoLf) y otra forma asociada (holoLf) a hierro. La Lf es un
componente esencial de los mecanismos innatos de defensa del hospedero. En la actualidad la
Lf bovina (bLf) ha sido (junto con la Lf humana) la mejor caracterizada desde un punto de vista
estructural y funcional. La Lf es una molécula multifuncional con actividad inmunoreguladora
entendida ésta como la capacidad de afectar positiva 0 negativamente componentes de la
respuesta adaptativa como células presentadoras de antigeno (CPA), linfocitos Thl, Th2, asi
como la produccién a nivel sistémico y local de componentes humorales como anticuerpos y
citocinas. Ensayos in vitro muestran que la Lf posee actividad antibacteriana sobre todo de tipo
bacteriostatico contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. La Lf ejerce su efecto
antibacteriano en forma i) indirecta mediante su capacidad de captar el hierro esencial para el
crecimiento bacteriano vy ii) directa tras interaccionar con componentes estructurales de la
superficie bacteriana y dafiar su permeabilidad. Modelos animales de infeccidon experimental
muestran que a través de su efecto inmunodulador, la Lf incrementa la resistencia bacteriana

contra Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Helicobacter pylori, Shigella flexneri y Listeria

monocytogenes. La actividad antibacteriana de la Lf sobre Salmonella (S.) enterica

serovariedad Typhimurium (S. typhimurium) ha sido evaluada sobre todo en algunos ensayos in

vitro. Salmonella typhimurium es una bacteria enteropatégena Gram negativa causante de

gastroenteritis en humanos. La infeccién oral con S. typhimurium en ratones se aplica como

modelo animal de experimentacién de la fiebre tifoidea humana causada por Salmonella typhi.

Debido a que el control del crecimiento bacteriano ejercido por la Lf es resultado de su actvidad
inmunoreguladora, el objetivo del presente trabajo fue estimar el efecto de la Lf en la infecciéon
causada por S. typhimurium en ratones, el cual ha sido escasamente explorada in vivo. En el
presente estudio, ratones Balb / ¢ fueron tratados diariamente por via oral durante 7 dias con 5
6 100 mg diarios de bLf. En el dia 7 de tratamiento, los ratones fueron infectados por via
intragéstrica con una dosis letal o subletal de S. typhimurium. Después de sacrificar los
animales en los dias 7, 14 6 21 post-infeccion, en muestras de liquido intestinal, placas de
Peyer (PP), higado y bazo, se estim6 el nimero de UFC por dilucion en placa. En las
secreciones intestinales y suero, se evaluaron los niveles de IgA, IgG e IgM, totales, contra las
proteinas de superficie de Salmonella y contra bLf por ELISA. En los ratones letalmente
infectados, ambas dosis de bLf redujeron significativamente la mortalidad. En ratones sub-

letalmente infectados, ambas dosis de bLf redujeron significativamente la eliminacion



bacteriana en las heces y en el liquido intestinal, y también redujeron la colonizacién bacteriana
en PP, higado y bazo. Los anticuerpos IgG e IgM en suero e IgA en las secreciones
intestinales totales, contra las proteinas de la superficie de Salmonella y contra bLf, aumentaron
en forma significativa con ambas dosis de bLf. Estos resultados sugieren que el efecto de la bLf
en la infeccion por S. typhimurium en ratones puede ser el resultado de una actividad
antimicrobiana relacionada con su efecto inmumodulador positivo sobre las células
inmunocompetentes (de 6rganos intestinales y periféricos) que participan en la produccién de
anticuerpos. El estudio de los efectos sustantivos de la bLf sobre la respuesta inmune humoral
intestinal y sistémica del organismo para controlar la infeccién por S. typhimurium es relevante
para evaluar la posibilidad de emplear esta sustancia como un agente terapéutico o
inmunomodulador en las infecciones causadas por cepas de S. typhimurium que son multi-

resistentes a los antibioticos.



ABSTRACT

Lactoferrin (LF) is a nonheme monomeric glycoprotein of 80 kDa belonging to the transferrin
protein family. At present, bovine Lf (bLf) and human Lf (hLf) have been the best characterized
from a structural and functional standpoint. Lf is an essential component of host innate defense
mechanisms, modulating the activity of cellular components of the adaptive immune response
(e.g., antigen presenting cells, Thl, and Th2) and producing systemic and local humoral
components (e.g., antibodies and cytokines). In vitro assays show that Lf displays antibacterial,
mainly bacteriostatic, activity against Gram positive and Gram negative bacteria. Lactoferrin
displays its antibacterial activity principally through two mechanisms: i) an indirect mechanism
based on its ability to bind iron essential for bacterial growth, and ii) a direct mechanism
consisting of its interaction with structural components of bacterial surface. Studies in animal
models of experimental infection show that the immunoregulatory activity of Lf increases the
host resistance against bacterial infections caused by enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC),
Helicobacter pylori, Shigella flexneri and Listeria monocytogenes. However, the antibacterial

activity of Lf on Salmonella (S.) enterica serovar Typhimurium (S. typhimurium) has scarcely

been evaluated in vivo, as almost all studies on this bacterium have been conducted in vitro.

Salmonella typhimurium is a Gram-negative enteropathogenic bacterium that causes human

gastroenteritis. The present study explores the immunoregulatory properties of Lf in vivo in a
mouse model of S. typhimurium infection.

Balb/c mice were treated orally for 7 days with either 5 or 100 mg of bLf. On day 7 of treatment,
mice were intragastrically infected with a lethal or sublethal dose of colony forming units (CFU)
of S. typhimurium. During treatment with bLf for 21 days post-infection, feces from mice
sublethally infected were harvested daily to prepare fecal suspensions, which were serially

diluted and plated onto Salmonella-Shigella agar to estimate CFU/g of feces. After sacrificing the

animals on day 7, 14 or 21 post-infection, samples of intestinal fluid, Peyer’s patches (PPs), liver
and spleen were collected to count the number of CFU by plate dilution. Intestinal secretions
were also employed, along with serum samples, to evaluate total IgA, IgG and IgM antibodies,
and those against Salmonella surface proteins and bLf by ELISA assay.

In lethally infected mice both bLf doses decreased mortality. In sublethally infected mice, both
bLf doses decreased bacterial shedding in feces and intestinal fluid, and also reduced bacterial
colonization at PPs and bacterial translocation in the liver and spleen. Levels of total antibodies,
of 1IgG and IgM in serum, and of IgA in intestinal secretions against Salmonella surface proteins
were enhanced with both doses of bLf. These findings suggest that the effect of bLf against

infection by S. typhimurium in mice may be the result of an antimicrobial activity linked with its



modulatory effect on immunocompetent cells (from intestinal and peripheral organs) involved in
antibody production. The study of the substantive effects of bLf on the cellular, humoral and
systemic intestinal immune response to control S. typhimurium infection could have important
implications for treatment of infections with strains of this bacterium that are multi-resistant to
antibiotics.



|. INTRODUCCION

La mayoria de las especies de mamiferos produce una proteina de origen animal conocida
como lactoferrina (Lf). A partir de su aislamiento, ocurrido en 1939 en leche bovina [1] y en
1960 en leche humana [2], la Lf bovina (bLf) y la humana (hLf) han sido extensivamente
analizadas desde un punto de vista estructural, antimicrobiano, clinico y molecular [3] [4]. Estos
estudios han tenido repercusiones practicas para su aplicacion clinica, farmacéutica y
alimentaria que han motivado, incluso, la produccién industrial a gran escala de Lf tanto nativa
como recombinante [5]. Ademas de su importancia histérica, bLf y hLf son las Lfs mas
relevantes desde un punto de vista de su actividad bioldgica, y por ende, son en la actualidad
las mejor caracterizadas estructural y funcionalmente.

Genéricamente hablando, la Lf es un miembro de la familia de proteinas no hémicas de
unién a hierro conocidas como transferrinas [6], que incluye también a la propia transferrina (Tf)
y a la ovotransferrina (ovoTf). Al igual que la transferrina sérica, la Lf se caracteriza por captar
en forma reversible dos iones férricos (Fe*") para generar una forma libre y otra asociada al
Fe** denominadas apoLf y holoLf, respectivamente. A diferencia de otras transferrinas, la Lf es
un componente de los mecanismos innatos de defensa [71] que exhibe un amplio espectro de
funciones biol6gicas, tales como sus actividades anti-tumorales [4], inmunoreguladoras [8] y
antimicrobianas [9]

La Lf ha sido reconocida como una molécula inmunoreguladora que bajo condiciones
fisiol6gicas normales o de enfermedad, afecta positiva o negativamente la actividad de
componentes celulares de la respuesta inmunitaria adaptativa como células presentadoras de
antigeno (CPA) [10], linfocitos Th1l, Th2 [11], asi como la produccién a nivel sistémico y local
de componentes humorales como anticuerpos y citocinas [12,13].

La actividad antimicrobiana de la Lf es a su vez muy amplia e incluye a hongos, virus,
protozoarios y bacterias [9]. En el caso de las bacterias, se ha sugerido que la Lf ejerce su

actividad antibacteriana en dos formas: (i) indirecta, mediante su capacidad de captar el hierro



esencial para el crecimiento bacteriano [14] y (ii) directa, al alterar la permeabilidad bacteriana
después de interactuar con componentes estructurales anclados en la superficie de bacterias;
éstos incluyen al acido lipoteicoico [15] de Gram positivas, asi como porinas [16] Yy
lipopolisacarido (LPS) [17] de Gram negativas. Estos mecanismos antibacterianos han sido
evaluados en ensayos in vitro [18], pero en condiciones fisiolégicas, la actividad antibacteriana
de la Lf surge como un efecto secundario de su accion moduladora sobre componentes
humorales y celulares de la respuesta inmunitaria a niveles local y sistémico [19].

Estudios en modelos animales de infeccién experimental muestran que la Lf posee efectos

antibacterianos contra Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Helicobacter pylori, Shigella

flexneri y Listeria monocytogenes [20]. En el caso particular de Salmonella enterica

serovariedad Typhimurium (S. typhimurium) un entero-patégeno causante de enteritis humana,

la actividad de la Lf ha sido explorada en un nimero limitado de ensayos in vitro [16, 21, 22, 23,
24, 25] e in vivo [26, 27].

En este trabajo se presentan resultados obtenidos al evaluar el efecto de la administracion
oral de bLf sobre la resistencia contra la infeccién causada por S. typhimurium en ratones y su
relacion con la produccion local y sistémica de anticuerpos. Por lo anterior, se puso énfasis en
los modelos animales aplicados para explorar el papel regulador de la bLf sobre componentes
celulares y humorales involucrados en la produccion de anticuerpos y en el efecto
antibacteriano. Asi mismo, se describen los componentes de las respuestas inmunitarias innata
y adaptativa implicados en el control de la infeccion intestinal y extraintestinal causadas por S.

typhimurium en ratones susceptibles, por ejemplo Balb/C, pues es el modelo animal de

experimentacion de la tifoidea humana causada por Salmonella enterica serovariedad Typhi (S.

typhi).
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II. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la bLf sobre la infeccion intestinal y extraintestinal causada por S. typhimurium y
sobre algunos componentes de la inmunidad intestinal y la sistémica implicados en el control de la
infeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar en ratones infectados por via intragéstrica con S. typhimurium y tratados por via oral

con bLf

1. La eliminacién bacteriana intestinal en heces y liquido intestinal

2. La colonizacion bacteriana en placas de Peyer, higado y bazo

3. La produccién total de IgG e IgM en suero e IgA en liquido intestinal

4. La produccion de IgG e IgM en suero y de IgA en liquido intestinal contra las proteinas de

superficie de S. typhimurium y contra bLf.

11



[ll. ANTECEDENTES
3.1 Caracteristicas generales de la lactoferrina
A. Distribucién

Junto con otras moléculas antimicrobianas como lisozima y peroxidasa, la Lf es considerada
como un componente esencial que participa en los mecanismos innatos de defensa [7]. Lo
anterior se apoya en que la Lf es un agente anti-microbiano estratégicamente distribuido en las
mucosas que funcionan como barreras anatémicas de defensa contra agentes que colonizan
y/o invaden nuestro organismo. La Lf se expresa y secreta como apoLf en forma constitutiva en
células epiteliales del tracto gastrointestinal, respiratorio, en glandulas exocrinas (lagrimales y
salivales) o bajo control hormonal, en el tracto genito-urinario y glandulas mamarias [28].
Dependiendo del sitio de secrecion, la Lf esta presente en fluidos que recubren las superficies
mucosas como mucus intestinal, heces, secreciones naso-bronquiales, genito-urinarias,
lagrimas, saliva, y es particularmente abundante en leche y calostro [28]. De acuerdo a la
especie animal y el estado fisiologico (lactancia, por ejemplo), los niveles de Lf en diversos
fluidos bioldgicos varian. En el caso particular de la leche, los seres humanos poseen la mayor
concentracion de Lf en relacion con los bovinos, en tanto que, en algunas especies como el
perro, conejo y rata, la Lf esthd ausente en leche [29]. La Lf estd normalmente presente en
plasma y deriva de la desgranulacion fisiolégica de neutrdfilos; algunos estudios clinicos
revelan que los niveles de Lf pueden aumentar en condiciones de inflamacién asociada a
infecciones [30]. Ensayos in vitro muestran que la Lf tiende a auto-ensamblarse para formar
tetrameros en presencia de iones Ca®* [31]; in vivo dicha polimerizacion podria afectar la
actividad de la Lf, pues los tetrdmeros son biolégicamente inactivos.

La Lf sintetizada y almacenada en los granulos secundarios de los neutroéfilos [32] tiene un
efecto protector intra y extracelular. A nivel intracelular, la Lf contribuye en la eliminacion de
agentes patégenos al estimular los procesos oxidativos bactericidas que ejecutan los neutroéfilos

durante la fagocitosis [33]. A nivel extracelular, la Lf liberada en sitios de infeccion tiene un

12



papel protector contra los dafios tisulares causados por especies reactivas de oxigeno liberadas
tras ocurrir la desgranulacion de los neutréfilos [34]. Por tanto, la Lf almacenada o liberada por
los neutrofilos en la sangre y/o en los sitios locales de infeccion, contribuye en mecanismos
innatos de defensa y de neutralizacién del efecto dafiino de especies reactivas de oxigeno
B. Estructuray propiedades fisico-quimicas

La bLf es una glicoproteina monomérica de 689 aminoacidos, que tiene un peso molecular
de 80 kDa. La estructura terciaria de la bLf consiste en dos Iébulos N y C unidos entre si por
una cadena corta de tipo alfa hélice conocida como regién bisagra [35]. Los Iébulos Ny C
estan, a su vez, organizados en dos dominios globulares N1-N2 y C1-C2, respectivamente.
Las secuencias que forman los cuatro dominios son: N1 (1-90 y 251-333) N2 (91-250),C1 (345-
431 y 593-676) y C2 (432-592). La cadena alfa conecta a los dos I6bulos N y C entre los
residuos 334-344. Entre cada dominio N1-N2 y C1-C2 existe un nicho formado de un Asp, dos
Tyr y una His en donde un ién férrico [Fe®*] junto con un i6n carbonato [CO3]* se unen
reversiblemente a la Lf. Los ligandos de unién a Fe** en el I6bulo N son el Asp60, Tyr92, Tyr192
e His253 mientras que en el I6bulo C son el Asp395, Tyr433, Tyr526 e His595. Por su
capacidad de captar en forma reversible iones férricos (Fe*"), la Lf presenta una forma libre
(apoLf) y otra asociada a hierro (holoLf). En la bLf, los residuos de Asn-233, 281, 368, 476 y
545 representan los cinco sitios potenciales de glicosilacion con los azlUcares N-acetil-
lactosamina, N-acetil-glucosamina, galactosa, fucosa, manosa y acido neuraminico [35].

Aunque la Lf puede captar otros cationes como Cu?*, Mn®*, Co* y Zn?* exhibe una mayor
afinidad por el Fe** (Ka de 10%°) en un rango amplio de pH, pero lo libera a pH menor a 3. La Lf
se caracteriza por ser una molécula altamente catidénica con punto isoeléctrico entre 9.4-9.5. La
bLf posee una alta densidad de carga positiva localizada en la regién con la secuencia de
aminoacidos 17-41 denominada dominio lactoferricina (Lfcn) localizado en el extremo N1 [36].

La Lfcn puede ser obtenida en su forma libre por la protedlisis enzimatica de la Lf parental con

13



pepsina. La Lfcn carece de actividad quelante de los iones Fe** pero al igual que la Lf parental,
Lfcn es una molécula multifuncional con actividad inmunoreguladora y antimicrobiana [37]
C. Efectos antimicrobianos in vitro

Uno de los primeros mecanismos antibacterianos atribuidos a la Lf se basa en su capacidad
de inhibir la multiplicacion de las bacterias al captar el hierro esencial para su crecimiento. Este
efecto antibacteriano indirecto ha sido observado con apoLf. La holoLf exhibe escasa actividad

antibacteriana e incluso, puede ser utilizada por algunas bacterias como fuente de hierro [38].

En ensayos con bacterias Gram negativas como S. typhimurium, Escherichia (E.) coli,

Klebsiella (K.) pneumoniae [21,22,23,39,40,41] y Gram positivas (Staphylococcus (S.) aureus)

[42] reportan que la Lf libre de hierro actiia como bacteriostatico y dicha actividad es eliminada
tras ser saturada con hierro. Asi mismo, ensayos in vitro en cultivos de células HelLa infectadas

intracelularmente con Legionella (L.) pneumophila muestran que el efecto bacteriostatico de la

apobLf es inhibido en presencia de hierro [14]. Otros estudios con Streptococcus (S.) mutants,

Vibrio (V.) cholerae [43] E. coli enterotoxigénica (ETEC) [44] y L. pneumophila [45] reportan que

la apoLf exhibe, en cambio, actividad bactericida, la cual es bloqueada en presencia de hierro.
Pese a que la bacteriostasis o la actividad bactericida de la Lf podrian depender del tipo de
cepa ensayada, la carga del inGculo y la concentracién de Lf, no son el resultado de la simple
privacion de hierro. En estudios con S. mutants la actividad bactericida de la apoLf atribuida a la
inhibicibn metabdlica de la glucosa y la sintesis de acidos nucleicos, no es simplemente el
resultado de la privacién de hierro, pues su eliminacién con MgCO; no afecta la viabilidad
bacteriana [46]. En apoyo a lo anterior, otros estudios con bLfcn muestran que esta molécula, a
pesar de ser incapaz de captar hierro, posee actividad bactericida sobre E. coli y Bacillus (B.)
subtilis al inhibir la sintesis de acidos nucléicos, tras ocurrir su union sobre la superficie
bacteriana y su internalizacién [47]. Lo anterior sugiere que la apoLf posee una configuracién
gue favorece su contacto directo y que es esencial para la actividad antibacteriana sin importar

si tal actividad funciona a través de la adquisicion de hierro [44]
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La actividad antibacteriana directa de la Lf se basa en su capacidad de unirse a
componentes de la superficie de bacterias Gram positivas como &cido lipoteicoico (LTA) [15] y
de Gram negativas como porinas [16,48] y lipopolisacérido (LPS) [17]. Bajo esta premisa la Lf

exhibe efectos antibacterianos contra una gran diversidad de bacterias como Staphylococcus

epidermidis [15], E. coli, S. typhimurium [16, 21,22], V. cholerae [23] y V. parahaemolyticus [49].

El mecanismo subyacente sugiere qua la union de la Lf con la bacteria induce la
desorganizacion estructural de componentes de sistemas de transporte que mantienen integra
la permeabilidad de la superficie bacteriana. Evidencias experimentales sugieren que mas que
actuar como bacteriostatico o bactericida, la Lf es un agente permeabilizante al competir con los
iones Ca®" asociados a componentes aniénicos de la superficie bacteriana como el LPS. Al
desplazar a los iones Ca?*, la Lf induce la liberacién del LPS y como resultado altera la
permeabilidad de la superficie bacteriana [50]. Dicha accion permeabilizante de la Lf ha sido
involucrada en favorecer el efecto de la lisozima contra S. epidermidis [15], E. coli, S.
typhimurium [21] y V. cholerae [23], al permitir su penetracién a través de la superficie hasta
interaccionar con la mureina que forma la pared celular, para después degradarla.
Adicionalmente, gracias a su efecto permeabilizante, la Lf potencia la susceptibilidad bacteriana
de agentes antibioticos hidrofébicos al aumentar su accesibilidad hacia los blancos de accién
[22, 51, 52].

Otros efectos antibacterianos atribuidos a la Lf evaluados en cultivos de lineas celulares,
incluyen su capacidad de inhibir la adherencia de S. typhimurium [24], E. coli enteropatdgena
(EPEC) [53], Shigella [54] y ETEC[55], o la invasién del estreptococo A [56] y de Shigella (S.)
flexneri [54, 57]. Un mecanismo propuesto sugiere que la Lf es una molécula con actividad
proteolitica que le permite degradar factores de virulencia involucrados en la adherencia, por

ejemplo, de Haemophilus (H.) influenzae [58] o en la invasividad, como en el caso de EPEC

[59]y S. flexneri [60].
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En resumen, los mecanismos de accidn antibacteriana de la Lf son de tipo indirecto,
dependientes de su capacidad de captar hierro, y directos, que involucran su interaccién con:
componentes bacterianos o cationes asociados a estos Gltimos como iones Ca?* para alterar la
permeabilidad de la superficie bacteriana o bien con factores de virulencia involucrados en la
adherencia o la invasividad bacteriana para después llevar a cabo su degradacion.

3.2 Efectos de la lactoferrina sobre células inmuno-competentes

La Lf exhibe efectos inmuno-reguladores a nivel intestinal y sistémico, evaluados al ser
administrada por via oral [61, 62] para distribuirse en 6rganos sistémicos como el bazo e
higado, tras ser absorbida en el intestino y llegar a la circulacién sanguinea [62]. La Lf es
altamente resistente a la protedlisis enzimatica y por lo tanto puede ser internalizada
practicamente en forma intacta al interaccionar con receptores presentes en el borde en cepillo
de enterocitos del epitelio intestinal [63], como es el caso de la intelectina [64]. Aunque se
asume que la Lf ejerce su actividad moduladora mediante contacto directo celular, no se
conocen con certeza los mecanismos involucrados en su internalizacion en las placas de Peyer
0 bien su transporte hacia la lamina propia intestinal, para interaccionar con células inmuno-
competentes como en el caso de los linfocitos T presentes en lamina propia [65].

La Lf es una molécula con actividad inmunoreguladora, entendida ésta como la capacidad
de afectar positiva o negativamente la actividad de células inmuno-competentes, como células
presentadoras de antigeno (macrofagos y células dendriticas) [10] y linfocitos Th1/Th2 [11]. La
actividad inmunoreguladora de la bLf sobre la respuesta local y sistémica de anticuerpos y
sobre los linfocitos implicados en su generacion, via secrecion de linfocinas, ha sido analizada
en forma limitada en ratones. Ensayos in vivo muestran que la bLf administrada por intubacién
intragastrica (ig) en ratones sanos por cuatro [12] o seis semanas [13], induce el aumento de la
produccion total o especifica de anticuerpos IgA e IgG, presentes en las secreciones
intestinales y suero; asi mismo, induce el incremento de células que secretan IgA e 1gG total y

especifica en placas de Peyer y bazo.
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La actividad de la bLf sobre la produccion de anticuerpos se ha atribuido a su capacidad de
afectar la funcion de linfocitos Thl y Th2 implicados junto con los linfocitos Th3, Thl7 vy los
linfocitos T reguladores inducibles (iTreg) en la modulacién de las respuestas inmunitarias
adaptativas humoral y celular [66]. En ratones sanos se demostré que la bLf administrada por
via IG promueve una respuesta mixta Thl y Th2 relacionadas por el incremento de IgG2a e
lgG1 respectivamente, en suero, aunque este incremento no se observd en secreciones
intestinales. En cultivos celulares de placas de Peyer y bazo de ratones sanos tratados por via
ig, se observd que la bLf favorecié la respuesta Th2 evidenciada por la produccion de
interleucina (IL)-4 e IL5 [13] ademas de promover la proliferacién de linfocitos T CD4+ [11]. En
bazo, la bLf también estimul6 la respuesta Thl al promover la produccién de IL-2 e interferon
gama (IFN-y) [13]. Otros ensayos muestran los efectos de la bLf administrada por via oral en
ratones sanos sobre la produccion mixta de ILs Thl y Th2. Estos efectos se relacionan con su
capacidad de estimular la produccién de IFN-y e IL-10 por linfocitos T reguladores de origen
timico con receptor de tipo o/f presentes en el compartimento intraepitelial de linfocitos y en los
ganglios mesentéricos linfoides [67]. Estas evidencias sefialan que la influencia de la bLf sobre
la inmunidad intestinal no puede basarse simplemente en el contexto del balance Th1/Th2 sino
que involucra también a linfocitos T reguladores.

Ademas de influir en componentes de la respuesta adaptativa, la bLf t aumenta la expresion
de genes que codifican citocinas pro-inflamatorias como IFN- e IL-12p40 [68] y estimula la
produccion intestinal de IL-18 [69], una citocina pro-inflamatoria considerada como un eslabén
entre la respuesta innata y la adaptativa [70]

En ensayos in vitro (en cultivos celulares) se han explorado algunos mecanismos mediante
los cuales la Lf ejerce su actividad moduladora mediante la cual aumenta o reduce: la
activacion celular, la expresion de moléculas de superficie y la produccion de mediadores
solubles que participan en la resistencia innata y en la respuesta inmunitaria adaptativa

(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Algunos efectos in vitro de la Lf sobre células inmunocompetentes

Funcion Effecto Origen Tipo celular Ref
expresion de MHC-I aumento bLf macrofagos murinos 71
produccion IL-12. TNF-a, infectados con BCGy | 72
MIP-1a sin infectar

expresion CD40 TLR-4 aumento bLf macrofagos murinos 73
dependiente

expresion de CD80, IL-8 aumento hLf CD humanas 74
IL-6, IL-10, CCL20 reduccion

produccion de TNF a,lL- reduccion bLf CD murinas 75
10, -12,-6,1-B

presentacion de Ag, aumento hLf cel B raton neonato 76
maduracion, prolif

activacion inducida por reduccion hLf cel B humanas 77
oligonucleétido CpG

cambio CD4-CD8- a induccion hLf timocitos murinos 78
CDA4+ (helper)

Th1 prolif, citocinas, reduccion bLf, hLf célT 79
expresion IL-2R

Th2 prolif citocinas sin afectar bLf, hLf célT 79
expresion IL-4R

expresion CD4 aumento hLf célT 80

CD: células dendriticas

Como se muestra en el Cuadro 1, la Lf posee efectos moduladores divergentes, que

dependen en parte, de la amplia variedad estructural de receptores de Lf ubicuamente

expresados en linfocitos, monocitos, higado y plaguetas, por mencionar algunos, como se

muestran en el Cuadro 2 [81].
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Cuadro 2. Algunos receptores para Lf en células de mamiferos [81]

Tejido Especie Nombre ligand | PM Glicanos
> (kDa) | (kDa)

intestino delgado Infante intelectina hLf 37 4
humano

intestino delgado raton intelectina mLf 34

intestino delgado ratén hLf 130 25

intestino delgado conejo hLf 105

higado rata LRP hLf 600

higado rata ASGPR bLf 45

monocitos humano CD14 hLf 55

linfocitos humano hLf 100,1

Linea celular humano hLf 185

linfocitos Jurkat

plaguetas humano hLf 105

fibroblastos humano LRP bLf 600

hueso humano LRP bLf 600

cerebro bovino LRP bLf 600

LRP: proteina relacionada al receptor de Low density Lipoprotein (LDL)
ASGRP: receptor de asialoglicoproteina

Se ha sugerido [82] que la accion moduladora de la Lf ocurre al activar vias de sefializacion
intracelular tras unirse a nivel extracelular con receptores de superficie [73] [74, 80, 83], y/o
influir en la regulacién transcripcional génica [84, 85] al interactuar con receptores que
favorecen su endocitosis e internalizacion para después translocarse hacia el nucleo e
interaccionar con ADN nuclear [86, 87]
3.3 Efecto de la lactoferrina en modelos animales de infeccion

Diversos estudios en modelos animales de infeccion experimental muestran que la Lf ejerce
efectos protectores relacionados con la supervivencia del hospedero, la resolucion de los

sintomas y la disminucién de la carga tisular de patégenos. Asi mismo, en infecciones
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causadas por bacterias extracelulares o intracelulares, la Lf favorece la reduccion o el aumento
respectivamente, de la inflamacion asociada a la resistencia antibacteriana.

Como puede observarse en el Cuadro 3, bajo condiciones fisiolégicas algunos mecanismos
de proteccion atribuidos a la Lf se relacionan con su capacidad para bloquear la adherencia

bacteriana de ETEC en intestino [88], de Helicobacter pilory en estémago [89] y de Listeria

monocitogenes en higado [90]. En otros casos, el efecto protector de la Lf contra cepas de E.

coli causantes de infecciones intestinales y meningitis ocurrid tras activar los efectos
bactericidas intracelulares de fagocitos [91, 92]; dicho incremento de la actividad fagocitica ha
sido observado en ensayos in vitro con macrofagos [93] y neutréfilos [94]. Asi mismo, la
proteccién conferida por la Lf ha sido asociada a la disminucién de la inflamacién tisular

causada por Shigellla flexneri [95]. A diferencia del aumento inducido por la bLf sobre la

produccién de INF-y en ratones sanos [13], la accién moduladora de la Lf sobre la respuesta

inflamatoria en infecciones causada por Listeria monocitogenes y E. coli uropatégena ocurre al

reducir la produccién de citocinas pro-inflamatorias como IL-13, TNF-c, IFN-y [90] e IL-6 [96].
Con base en evidencias obtenidas en ensayos de infeccion, la influencia de la Lf sobre la
proteccion contra la respuesta inflamatoria de origen infeccioso, esta relacionada con su
capacidad de participar en la maduracion y diferenciacion de linfocitos Th1/Th2 y por ende, en
el balance de citocinas [11]. Se ha sugerido que al ejercer una modulacion negativa, la Lf
atenda la produccion de citocinas tipo Thl y limita asi las consecuencias negativas de una
excesiva respuesta inflamatoria; esta Gltima, ocurre durante la sepsis generada en infecciones
bacterianas y es causante de dafio tisular a nivel sistémico y local [97]. En contraparte, a través
de la modulacion positiva, la Lf promueve la respuesta Thl en infecciones cuyo control depende
de las citocinas producidas por esta subpoblacion [11]
En relacién a lo anterior, los modelos de infeccion muestran que la Lf favorece la polarizacion
de la respuesta mediada por linfocitos Thl, que tienen un papel central en el control de

infecciones causadas por Mycobacterium tuberculosis. El incremento de la respuesta Thl
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reflejado por el aumento de citocinas proinflamatorias IL-12, TNF-a, IL-B e IL-6, se observo en

ratones inmunizados con la vacuna BCG [Bacilo Calmette-Guerin, bacilos de Mycobacterium

bovis muertos por calentamiento] adicionada con bLf como adyuvante, e infectados con

Mycobacterium tuberculosis.[98]

Cuadro 3. Algunos efectos protectores de la Lf en modelos animales de infeccion con
diversas bacterias patégenas

Bacteria Modelo de | Tratamiento Efecto Ref
infeccion con Lf
ETEC [enterotoxigenic | infeccién ig en bLf 10 mg/mL | inhibicién de 88
Escherichia (E.) coli] ratén ICR libres ad libitum en | adherencia
de patégenos sol. de beber 7 | bact. intestinal,
dias antes de efecto
infectar antimicrobiano
Helicobacter pylori infeccién ig en bLf 400 mg/kg | reduccién de 89
raton BALB/cA diarios por 10 | colonizacion,
dias, 4 efecto
semanas anti-
después de inflamatorio
infectar
Listeria infeccién oral en eneldia4 proteccién vs: 90
monocytogenes ratén Balb/C después de colonizacién
infectar, Lfh 10 | hepdtica,
y 100 mg/kg necrosis,
por 7 dias inflamacién
ETEC infeccion bLf 10 mg iv aumento 91
sistémica por via | dosis Unica un | fagocitosis
iV dia antes de
en raton CFW, infectar
CBA
E coli Ec5 infeccion ig en rhLf 350 mg/ | efecto 92
(O18:K1:H7) causante | ratas recién kg /dia 2 dias bactericida,
de meningitis neonatal | nacidas Sprague | antes de activacion de
en ratas Dawley infectar macrofagos
Shigella flexneri infeccion ig en hLf 0.125 mM | proteccién vs 95
conejo New ad lib en PBS | inflamacion por
Zealand para beber, enteritis aguda
después de
infectar
E.coli O6K5 causante instilacion en 500 ug Lfbo inhibiciéon IL-6 96
de pielonefritis infantil | vejiga urinaria de | hLf 30 min efecto:
aguda ratéon C3H/Tif, antes de bactericida,
C3H/HeN infectar por via | anti-
oral inflamatorio
bLf: lactoferrina bovina, hLf: lactoferrina humana, rLfh: lactoferrina recombinante humana

iv: via intravenosa, ig: via intragastrica,
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En el caso particular del entero-patdgeno intracelular causante de diarrea en humanos S.
typhimurium, la actividad de la Lf ha sido explorada en un nimero limitado de ensayos in vitro
[16, 21, 22, 23, 24, 25] e in vivo [26, 27].

Cuadro 4. Efectos de la Lf sobre S. typhimurium

origen modo de accion Ref
bLf efecto bacteriostatico, aumento de permeabilidad, liberacién de OMPs , 16
bLf, hLf | efecto bacteriostatico, aumento de permeabilidad, liberacion de LPS 21,22
hLf aumento del efecto bactericida de lisozima, 23
hLf desestabilizacion de membrana externa por competencia con Ca2+ 50
hLf bloqueo de adherencia tisular en células HelLa 24

Lf favorece estallido respiratorio en macréfagos al aumentar H,O, 25
hLf aumento de virulencia en ratones tratados ip con hLf y retados via im 26
bLf reduccién de inflamacién severa, necrosis y mortalidad en ratones 27

Como se puede ver en el Cuadro 4 en ratones tratados intraperitonealmente con hLf y mas

tarde infectados por via intramuscular con S. typhimurium, la hLf estimul6 la virulencia [27],
mientras que en ratones tratados por via ig con bLf e infectados por la misma via, la bLf redujo
inflamacién severa, necrosis y mortalidad [28].
Aunque estos resultados contradictorios sobre la influencia de la Lf en la proteccion contra la
infecciobn causada por S. typhimurium podrian reflejar diferencias en el disefio experimental,
pueden ser derivar en parte de las propiedades modulador positivas o negativas de la Lf
componentes de la respuesta inmunitaria.

3.4 Patogénesis de Salmonella typhimurium en ratén

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, agrupa a bacilos Gram

negativos, flagelados, mdviles, no esporulados, e incluye a dos especies: S. bongori y S. enterica.

Esta dltima, se subdivide en las subespecies asignadas con numeros romanos | al VII [99]. Mientras
qgue S. bongori y las subespecies II-VIl de S.enterica infectan vertebrados de sangre fria como

reptiles, la subespecie | es patdgena en aves y mamiferos. La subespecie | de S. enterica incluye a la
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serovariedad Salmonella typhimurium que es el agente causal de gastroenteritis humana cuyos

sintomas incluyen diarrea, vémito y dolor abdominal [100]. En cepas de ratones naturalmente
susceptibles como Balb/C [101], S. typhimurium no causa diarrea sino que genera una infecciéon
intestinal y extraintestinal similar a la tifoidea humana; por ello, la infeccion murina con S.
typhimurium suele aplicarse como modelo experimental para estudiar la patogénesis de la fiebre
tifoidea producida por S. typhi en humanos [100].

Salmonella typhimurium se transmite en forma natural por ingestién y por ello la ruta de infeccién

murina por via oral se aplica para evaluar sus efectos a nivel local y sistémico. La infeccion oral en
ratones muestra que al pasar del estbmago hacia el intestino, S. typhimurium se adhiere y coloniza
las vellosidades del epitelio intestinal y las placas de Peyer [102] antes de invadir el compartimento
sistémico. La fase de colonizacién intestinal involucra la participacion de algunos componentes
asociados a la virulencia como ShdA, una proteina de membrana externa de union a la fibronectina
intestinal [103], fimbrias codificadas en los operones fim, Ifp, pef y agf [104]; otro determinante de
virulencia, el factor de transcripcion codificado en la isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI-1)
HilA [105]. Este ultimo, regula la expresion de diversas proteinas de secrecién de tipo Il codificadas
en SPI-1[106] involucradas en la invasion y sobrevivencia intracelular del patégeno. Otros factores de
colonizacién incluyen a moléculas organicas de bajo peso molecular conocidas como sideréforos,
secretados por la bacteria para la adquisicion de hierro esencial para su crecimiento y sobrevivencia
intestinal [107].

Tras colonizar, S. typhimurium invade la porcion terminal del ileum [108] preferencialmente, a
través de las células M que recubren las placas de Peyer [109]. Algunas estructuras recubiertas por
células M, como los foliculos linfoides aislados, son una ruta alternativa de invasiéon de S.
typhimurium [110]. Los cambios patolégicos causados por la invasion bacteriana incluyen el
agrandamiento de las placas de Peyer, engrosamiento de la mucosa ileal, enteritis en intestino
delgado, caracterizada por infiltracion de leucocitos predominantemente mononucleares, edema y

acortamiento de vellosidades [100]. La invasion de los enterocitos es otra ruta mediante la cual S.
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typhimurium atraviesa el epitelio hasta llegar a la region subepitelial en donde puede ser captada por
fagocitos [111].

Al invadir, S. typhimurium causa el "ruffling” un evento que desorganiza la superficie de enterocitos
y células M y favorece la captura e internalizacion de este patdgeno dentro de vesiculas. A diferencia
de los enterocitos, solo las células M son destruidas en respuesta a la invasion [109]. La destruccion
de células M ha sido atribuida al gene slyA [112] mientras que los genes requeridos para la invasion
de células M y enterocitos estan mapeados en el operon IfpC, invA [113] y en SPI-1 [106], esta ultima
codifica proteinas de secrecion tipo lll (TTSII) causantes del “ruffling”.

Otra via alternativa de entrada a través del epitelio intestinal de S. typhimurium consiste en la
captura luminal y translocacion por células dendriticas [111]. Estas Ultimas, son atraidas por la
quimiocina CCL20 a la regién subepitelial del intestino, en tanto que la quimiocina CX3CL-1 estimula
el alargamiento de las dendritas hasta alcanzar la region luminal al separar las uniones fuertes
paracelulares del epitelio [114]. La invasién a nivel del epitelio intestinal de S. typhimurium trae
consigo una respuesta inflamatoria inducida por la flagelina [115], tras interaccionar con el receptor
tipo toll 5 (TLR-5).

Al completar la penetracion del epitelio intestinal, S. typhimurium llega a la regiéon subepitelial
donde puede invadir e infectar fagocitos incluidos macréfagos y células dendriticas. La sobrevivencia
y multiplicacion intracelular son atributos de la virulencia de S. typhimurium y estan ligados a los
genes phoP/phoQ y productos génicos de la isla SPI-2 [111]. pho codifica a un factor de transcripcién
que controla la expresion génica en respuesta a sefiales del medio ambiente detectadas por PhoQ
mientras que la SPI-2 codifica proteinas de secrecion tipo 11l [111]. Como resultado de la invasién
intracelular, S. typhimurium puede causar apoptosis en fagocitos mediante la proteina SipB
codificada en SPI-1, evento que induce la generacion de citocinas pro-inflamatorias IL-1b e IL-18 que
atraen a mas fagocitos al sitio de infeccion [116]

Tras alcanzar la region subepitelial del intestino, S. typhimurium puede iniciar la invasion intra y/o

extracelular por via sanguinea o linfatica. La primera ruta implica el transporte intracelular de S.
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typhimurium por fagocitos mononucleares CD18+ que pasan directamente a la sangre para
diseminarse hasta el compartimento sistémico [117]. La segunda via que no se sabe con certeza si
es extra o intracelular, se inicia cuando S. typhimurium presente en las placas de Peyer se dirige a
través de los linfaticos eferentes hacia los ganglios linfoides mesentéricos [118] y de ahi hacia el
conducto toracico para pasar a la sangre y diseminarse hacia érganos del compartimiento sistémico
como el bazo e higado [108]. La propagacion sistémica puede ser favorecida por S. typhimurium al
subvertir la funcién protectora de componentes de la respuesta innata, ya que puede utilizar células
dendriticas CD1lc+ TLR5+ presentes en lamina propia para transportarse hacia los ganglios
mesentéricos linfoides [119].

En la sangre, S. typhimurium se dirige hacia el bazo e higado que son sus principales 6rganos
blanco de diseminacién del sistema reticulo endotelial (RES). En estos 6rganos ocurre una rapida
multiplicacién bacteriana que deriva en hepatomegalia y esplenomegalia. El crecimiento bacteriano
inicial genera abscesos agudos que contienen predominantemente leucocitos polimorfonucleares
(PMN). Estas lesiones tempranas aumentan en el trascurso de la infeccién y posteriormente se
transforman en lesiones granulomatosas con necrosis central y leucocitos mononucleares periféricos
[100]. La formacién de las lesiones es crucial para confinar a la bacteria en estos focos de infeccion y
evitar asi su diseminacién incontrolada a otros tejidos. De hecho, la falla en la formacion de las
lesiones genera un crecimiento bacteriano anémalo y la propagacion de la bacteria en los tejidos
infectados [120]. En estas lesiones, S. typhimurium reside intracelularmente en macrofagos, células
dendriticas, leucocitos PMN y células B [121]. En higado, S. typhimurium causa desarreglo del
parénquima, hipertrofia, destruccion de hepatocitos.y focos inflamatorios por infiltracion de PMN. En
el estadio inicial de la infeccion hepdética, S. typhimurium se localiza en leucocitos PMN mientras que
en la infeccion tardia reside intracelularmente en macréfagos [122]. El crecimiento tisular de S.
typhimurium resulta del incremento en el niumero de células infectadas, aunque la multiplicacion
bacteriana intracelular es baja. Cuando el crecimiento bacteriano tisular es elevado, una proporcion

de S. typhimurium se localiza transitoriamente en el espacio extracelular [121].
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El éxito de la infeccidn sistémica de S. typhimurium radica en la sobrevivencia intracelular atribuida
a algunos productos codificados en SPI-2 que interfieren en la fusién de vesiculas que contienen
enzimas generadoras de especies reactivas de oxigeno (ROI) [123] y nitrogeno (RNI) [121] con
fagosomas de fagocitos. Asi mismo, otro efecto de SPI-2 en la sobrevivencia de S. typhimurium es la
evasion de la respuesta inmune adaptativa, al prevenir la presentaciébn antigénica de células
dendriticas [124]. Ensayos con dosis infectantes bajas muestran que S. typhimurium, evade la
activacion de células T CD4+ especificas hacia flagelina [125]. En contraparte, ensayos con dosis
letalmente altas de infeccion, sugieren que la muerte sobreviene cuando la carga bacteriana tisular
alcanza el orden de 10® CFU vy se libera lipido A durante la multiplicacién bacteriana [126]. Como se
sabe, el lipido A es un inductor de citocinas proinflamatorias cuya exagerada produccién causa una
potente respuesta inflamatoria sistémica asociada a sepsis y a falla multi-organica letal para el
organismo [97].

Por lo anterior, se puede decir que S. typhimurium cuenta con estrategias para causar dafo tisular
y/o para evadir mecanismos de defensa innatos y adaptativos que favorecen su diseminacion y/o
sobrevivencia tisular. En contraparte, la interaccion de S. typhimurium con tejidos o células del
hospedero, desencadena mecanismos de respuesta inmunitaria innata y/o adaptativa involucrados
en el control de la infeccidén a nivel local y sistémico descritos a continuacion.

3.5 Respuesta inmune intestinal contra Salmonella typhimurium en ratén

Durante las fases de colonizacion, invasion y eliminacién bacteriana, diversos mecanismos de
respuesta innata y adaptativa colaboran sincronizadamente para el control de la infeccién a nivel
intestinal causada por S. typhimurium. En la fase temprana de la infeccion oral, S. typhimurium
desencadena la generacion de mecanismos de respuesta innata mediados por citocinas [127] y
fagocitos [128]; estos componentes son esenciales para limitar el crecimiento de S. typhimurium
durante el proceso inicial de colonizacion y/o invasion intestinal. Ademas de los antes mencionados,
otros componentes de defensa innata contra S. typhimurium incluyen a la flora microbiana que limita

la proliferacion del patégeno y su transmision [129], asi como péptidos intestinales antimicrobianos
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[130]. Otros componentes de defensa innata como los receptores tipo Toll (TLR)-4[131] [132] y -5
[115] que interaccionan con el lipido A y la flagelina, respectivamente, inducen la expresién de
mediadores de la respuesta inflamatoria temprana contra S. typhimurium. Estos dltimos incluyen a
factores quimiotacticos como las quimiocinas CXCL2, CXCL3 [132] que actlan sobre neutrdfilos,
macroéfagos y células dendriticas para atraer y dirigir su migracion al sitio de infeccion [133] o regulan
la secrecién de TNF e IL-6 como CCL2 [134]. Algunos componentes de la respuesta no especifica
como el oxido nitrico (NO) [135] y Nrampl [136] son esenciales para controlar el crecimiento
intracelular de S. typhimurium en las primeras etapas de la infeccion. EIl NO es un agente
antimicrobiano producido en fagocitos por la enzima citosélica sintasa inducible de NO (iNOS) a partir
de la oxidacion de la L-arginina [137] mientras que Nrampl es una proteina integral de la membrana
de fagosomas de macréfagos que funciona como bomba de cationes divalentes y es esencial para
controlar eficientemente la multiplicacion intracelular de patdgenos [138]. Una amplia variedad de
células como los neutrdfilos, células asesinas naturales, macréfagos y células dendriticas presentes
en el intestino, constituyen una fuente primaria de citocinas pro-inflamatorias como el IFN-y, factor de
necrosis tumoral (TNF) «, e IL-12 [128]. La accién concertada de citocinas como el TNF [139], IL-18
[140] IFN-y [141], y citocinas que regulan la produccién de IFN-y como IL-12, [127] e IL-18 [140]
[142], favorece la actividad bactericida de fagocitos y de ese modo contribuye a limitar la proliferacion
bacteriana intracelular en la fase aguda de la infeccién. Sin embargo, durante este proceso algunas
citocinas como el TNF-a, son responsables de inducir dafio tisular causado por fagocitos
involucrados en la inflamacion [139]. De acuerdo a lo anterior, la etapa inicial se caracteriza por el
reclutamiento y activacion de fagocitos en respuesta a la inflamacion de los sitios de infeccién tisular
y a la produccién de citocinas producidas por una gran variedad de células.

Mientras que la respuesta innata esta involucrada en la defensa temprana al restringir el
crecimiento bacteriano inicial de S. typhimurium [128], la inmunidad adaptativa participa en la
defensa tardia enfocada a la erradicacion de las bacterias que remontaron los mecanismos innatos y

a generar la memoria inmunoldgica contra una infeccion ulterior [114]. En esta transicion, las células
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dendriticas tienen un papel esencial en el enlace entre las respuestas innata y adaptativa. Lo anterior
se relaciona con la capacidad de las células dendriticas de llevar a cabo la primo-activacién de
linfocitos T CD45RA “virgenes” via presentacion antigénica [143]. Este evento precisa de la
maduracion de las células dendriticas que puede estar mediada por receptores de patrones de
reconocimiento (PRRS), cuyos ligandos son componentes bacterianos [144] y/o por TNF-a e IL-18
secretadas localmente por fagocitos [143]. Al madurar, las células dendriticas aumentan la expresion
de moléculas de clase | y Il del complejo principal de histocompatibilidad (CPH) | y de moléculas
coestimuladoras CD40, CD54, CD80 y CD86. Durante la fagocitosis, los macréfagos y sobre todo las
células dendriticas CPH-II+ y CPH-I+, inician la respuesta adaptativa al procesar y presentar
antigenos a los linfocitos T CD4 cooperadores (Th) y Tc CD8 citotoxicos (Tc) [116, 143] con fenotipo
CD45RA+. En células dendriticas, S. typhimurium induce la presentacion de antigenos asociados a
CPH-I y CPH-Il que resulta de la invasion y el pasaje de la bacteria a través de vesiculas
endosomales acidicas [116] en donde se generan péptidos bacterianos. Estos ultimos forman
complejos con moléculas CPH-II tras la fusion de vesiculas con endosomas egresados del aparato
de Golgi. Los péptidos presentes en vesiculas pueden asociarse con moléculas CPH-I, al
“desbalagarse” al citosol para ser procesados en proteosomas y transportados al reticulo
endoplasmico rugoso via TAP [116]. Por tanto, en la infeccion murina por S. typhimurium ambas
poblaciones de linfocitos Tc y Th son activadas, tras llevar a cabo el reconocimiento antigénico a
través de su receptor de péptidos asociados a CPH-I y CPH-II, respectivamente. Varios estudios in
vivo muestran la activacion linfocitaria en respuesta a la infeccion luminal de S. typhimurium, que
ocurre bajo condiciones especificas del microambiente intestinal. Existe una subpoblacion de células
dendriticas CCR6+ que expresan el receptor de la quimiocina CCL20 presentes soOlo en placas de
Peyer, involucrada en la activacion de linfocitos Th CD4+ especificos[145]. Tras activarse en las
placas de Peyer, los linfocitos Th CD4+ migran preferencialmente a los ganglios mesentéricos
linfoides y en menor proporcion se dirigen al bazo. Lo anterior muestra que la infeccion oral con S.

typhimurium genera una respuesta localizada en compartimentos del tejido linfoide asociado a
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mucosas pero no se extiende eficientemente a 6érganos sistémicos [146]. Esta respuesta inmunitaria
circunscrita al intestino podria derivar de cambios en la expresion antigénica de S. typhimurium en
sus fases extra- e intracelular. Ensayos in vitro de presentacion especifica de antigenos flagelares
sugieren que las células presentadoras activadas tempranamente en el intestino que originalmente
procesaron antigenos flagelares de S. typhimurium en su fase extracelular no estimulan a linfocitos T
al migrar al bazo, ya que éstos se activan por células presentadoras que tardiamente procesan
antigenos flagelares cuando S. typhimurium esta en su fase intracelular [147].

El papel de los linfocitos Tc CD8+ en la resistencia contra S. typhimurium no es muy conocido
aunque podria estar relacionado con su capacidad de secretar IFN-y y asi contribuir en la activacién
de fagocitos; junto con los linfocitos Th CD4+, las células Tc CD8+ colaboran en la respuesta celular
vs la translocacion intestinal de S. typhimurium hacia los 6rganos sistémicos [148]. En relacion a la
poblacion Th, se ha visto que la infeccién oral con S. typhimurium se caracteriza por estimular la
activacion de linfocitos predominantemente de la subpoblacion Thl que regulan la produccion de
IgG2a sérica [149] y la activacion de fagocitos involucrados en la respuesta celular [116] a través de

la secrecion de IFN-y e IL-12 [150]. Salmonella typhimurium induce ademas, la activacion de un

subtipo de linfocitos Th2 presentes so6lo en placas de Peyer. Este subtipo Th2 a pesar de no secretar
IL-4 ni IL-5 induce la produccion de IgA mediante la secrecion de IL-6 e IL-10 [149, 150]. Lo anterior
sugiere que mediante la secrecion de ILs, los linfocitos Thl y el subtipoTh2 activados por S.
typhimurium regulan la respuesta celular mediada por fagocitos y la humoral mediada por la IgA
requeridas para la erradicacion intestinal del patégeno.

La invasion de S. typhimurium a través de las placas de Peyer es determinante para la produccién
intestinal de IgA secretora (slgA) [151, 152]. La slIgA tiene un papel protector sobre todo en la fase
extracelular de S. typhimurium, al contribuir en mecanismos de exclusién inmune, que conducen a la
erradicacion luminal de S. typhimurium. La proteccién activa y pasiva de sIgA resultante de su
participacion en mecanismos de exclusion inmune, ha sido reportada en ratones portadores de

hibridomas subcutaneos productores de IgA intestinal [153] y en ratones neonatos alimentados con
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leche de ratones hembras vacunadas con la mutante avirulenta S. typhimurium Aro™ e infectadas con
S. typhimurium virulenta [154]. La sIgA no especifica también contribuye en la proteccion al reducir la
diseminacion de S. typhimurium entre la poblacién mas que en la exclusion inmune [155]. Aunque no
se conocen con certeza los mecanismos a través de los cuales la sIgA colabora en la resistencia
contra S. typhimurium, ensayos in vitro muestran que la sIgA incrementa la afinidad de S.
typhimurium con el mucus intestinal aunque reduce la fagocitosis mediada por IgG [156]. Estos
mecanismos podrian (i) impedir el contacto directo de la bacteria con la superficie de la mucosa
intestinal y por ende, propiciar su eliminacion luminal y (ii) abatir los efectos pro-inflamatorios de la
IgG al aumentar la actividad bactericida de fagocitos causantes de dafio tisular local [157].

En resumen, S. typhimurium induce la activacibn de mediadores humorales y celulares de la
respuesta inmune adaptativa acotada a nivel local, involucrada principalmente en la erradicacion
intestinal del patdgeno y la limitada diseminacién a nivel sistémico resulta de cambios en la
presentacién de antigenos cuando la bacteria esta en sus fases extra o intracelular [147].

3.6 Respuesta inmune sistémica contra Salmonella typhimurium en ratén

En el curso natural de la infeccién oral en ratones susceptibles, S. typhimurium puede evadir las
respuestas innata y adaptativa intestinales para diseminarse por via linfatica y/o sanguinea hacia
organos del RES [111]. Aunque la infeccién por S. typhimurium es transmitida en forma natural por
via oral, gran parte de la informacion sobre la distribucion de S. typhimurium en el RES y sus efectos
sobre la respuesta inmunitaria ha sido generada en ensayos de infeccion parenteral. En ratones
susceptibles infectados subletalmente, la infeccion sistémica por S. typhimurium cursa por cuatro
fases: 1) depuracién sanguinea, 2) crecimiento exponencial, 3) supresion del crecimiento
exponencial (fase plateau) y 4) depuracion tisular [158]. Entre las fases temprana y tardia ocurre una
transicion de los componentes de las respuestas innata y adaptativa, respectivamente, que a la larga
definen la resolucion de la infeccion por S. typhimurium [158, 159].

En la primera fase, S. typhimurium causa bacteremia transitoria para después ser depurada de la

sangre por factores del complemento, como fue descrito en ratones carentes del gen que codifica al
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factor C1qg [160]. Tras la depuracién sanguinea, S. typhimurium llega al bazo y al higado en donde
sobrevive y se replica intracelularmente en neutrofilos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos B y
T [161]. En la primera fase, los neutrdfilos colaboran con los macréfagos del RES en la depuracion
bacteriana sanguinea [162] e inhiben la colonizacién bacteriana extracelular de la microvasculatura
hepatica [163]. Ademas de ser fuentes prominentes de las citocinas inflamatorias IFN-y y TNF [164],
los neutréfilos y macrofagos generan mediadores bactericidas como el ion superdxido (O%)
producido enziméticamente por la fagocito-oxidasa dependiente de NADPH, mejor conocida como
Phox [165], cuyo papel es esencial en la siguiente fase 2.

En la fase 2, el control de crecimiento exponencial recae sobre todo en Phox al generar O?” que es
precursor de especies reactivas de oxigeno (ROI); éstas son responsables de lo que se conoce como
estallido oxidativo, causante de la eliminacién intracelular de S. typhimurium por fagocitos [158]. Otro
determinante de la fase 2 es el transportador cationico de la membrana de fagosomas Nrampl.
Ademas de regular el crecimiento intracelular de S. typhimurium, Nrampl [138] modula la respuesta
inflamatoria via produccion de TNF, IL-6 e IFN-y [136] y la expresion temprana del gen IFN-y [166].
Asi mismo, Nrampl actla sinérgicamente en la resistencia bacteriana con otro determinante innato
de defensa, el TLR-4 [167] que tiene un papel esencial en el control del crecimiento exponencial
[168]. Junto con el TLR2, TLR4 colabora en la generacién de TNF [169], mientras que con TLR-5
contribuye en la resistencia bacteriana [170]. Esta ultima, podria ser atribuida al caracter pro-
inflamatorio de TLR5 pues es un potente inductor de quimiocinas MIP-1a y MIP2 y citocinas como
TNF, IFN-y, IL-6, [170] esenciales en el establecimiento de la fase 3.

Los componentes que intervienen en el control de crecimiento exponencial de la fase 2 son
necesarios para dar paso a la fase 3. Una falla en el control del crecimiento exponencial conduce a la
muerte del hospedero por shock séptico [97,126], debido a la endotoxina liberada en la sangre

cuando la carga bacteriana es igual o mayor a 10 UFC.
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Los abscesos formados por el influjo inicial de neutrofilos en el RES son reemplazados por
fagocitos mononucleares, cuya infiltracion coincide con el inicio de la fase 3 caracterizada por la
hepatoesplenomegalia y la formacién del granuloma [158]. El control de la proliferacion bacteriana
ejercido por la accién bactericida de ROI en la fase 2, es relevado gradualmente en la fase 3 por la
accion bacteriostatica de especies reactivas de nitrégeno (RNI) derivadas del NO que a su vez es
generado por iINOS [165]. Ademas de su accién bacteriostatica, el NO tiene un efecto citoprotector al
reducir la apoptosis inducida por S. typhimurium en células infectadas [171]. La expresion de iNOS
ocurre sobre todo en macrofagos que forman focos localizados de infeccion y es estimulada por TNF,
IL-18 e IFN-y [172] e IL-12 [173]. El establecimiento de la fase plateau asociado a la formacién del
granuloma [158], est4 determinado por la accion concertada de TNFa, IFN-y, IL-12 e IL18 [127].
Estas citocinas pro-inflamatorias tienen funciones aparentemente similares aunque no son
redundantes, pues al sinergizar favorecen el abatimiento de la proliferacion bacteriana y por ende, la
sobrevivencia del hospedero como en el caso del INF-y y TNF-a [174]. EI TNF y la IL-12 tienen un
papel esencial en la generacién y establecimiento del granuloma, el primero en el reclutamiento de
macrofagos [120] y la segunda en su activacion [173]. La IL-12 ejerce su efecto a través del INF-y
[173], que es responsable inducir la generacion intracelular de ROI con accion bactericida y asi
aumentar la capacidad fagocitica de los macréfagos sobre S. typhimurium [175]. Al igual que la I1L-12,
la IL-18 es otra quimiocina pro-inflamatoria que afecta funcionalmente a los macréfagos y contribuye
a la resistencia vs S. typhimurium [142, 176] al estimular la generacién de INF y. La IL-18 y citocinas
como la IL-1 B poseen una forma inmadura funcionalmente inactiva, pero pueden ser activadas al
pasar por un proceso de maduracion enzimética causado por la caspasal, involucrada asi mismo en
la resistencia contra S. typhimurium [140]. Aunque la caspasa 1 tiene un efecto protector, puede al
mismo tiempo inducir dafio tisular por sus propiedades pro-inflamatorias y pro-apoptoticas [116]

Algunos componentes de la respuesta innata como TLR4 [177] y TLR2 [178] favorecen el

establecimiento de la fase 3 al estimular la generacién de NO. El TLR2 participa no sélo en la fase 3,

32



sino que también colabora en la fase de eliminacion bacteriana (fase 4) [178]. El TLR4 es esencial en
la fase 3 al inducir la generacién de citocinas pro-inflamatorias que regulan la infiltracion de
macréfagos e incrementan su actividad bactericida [127,158], aunque su sobre-expresion puede
perjudicar la integridad tisular [167]. El papel del TLR4 en la fase de depuracién bacteriana no es al
parecer crucial [168], no obstante, el TLR4 [177], al igual que otros TLRs [179] e IL-18 [180] actuan
como enlace con la respuesta adaptativa al estimular la activacion de linfocitos TCD4+ [177] [180] de
la subpoblaciénThl [179] y asi dar inicio a la fase de depuracidn bacteriana (fase 4).

La transicién entre la fase plateau y la fase de depuracién bacteriana coincide con la participaciéon
de la respuesta inmunitaria especifica obligatoria para la erradicacion tisular del patégeno [158] y la
generacion de memoria contra una infeccién ulterior por S. typhimurium [181]. La depuracion
bacteriana depende criticamente de células presentadoras de antigeno sobre todo dendriticas, ya
que son capaces de inducir la primoactivacion de linfocitos T CD45 RA. Esto ultimo involucra la
activacion de células dendriticas con alta expresion de CD40 y CD86 [182] que interaccionan con los
ligandos CD154 (CD40L) [183] y CD28 [184], respectivamente, expresados en linfocitos T. La
poblacion de linfocitos T CD4+ con receptor o/ de la subpoblacion Thl [185] caracterizada por la
expresion de Thet [186] es determinante en la fase de eliminacién bacteriana que esta bajo el control
genético del CPH-II [187]. Los linfocitos Thl ejercen su efecto protector mediante la produccion de
IFN-y [141], necesaria para la activar la capacidad bactericida de fagocitos [175]. La produccién de
IFN-y es reforzada por los linfocitos TCD8+ activados en el curso de la infeccién [188]. Los linfocitos
B también contribuyen en la depuracion bacteriana sistémica [189] a través de la produccién de INF-
Y, en la presentacion antigénica que conduce a la activacion de linfocitos Th1 [190] y en la produccion
de anticuerpos al madurar a células plasmaticas. Junto con los linfocitos TCD4+, los anticuerpos son
determinantes de la resistencia contra S. typhimurium en ratones susceptibles BALB/c [184, 191].
Modelos de vacunacién muestran que en comparacion con vacunas basadas en bacterias muertas,

la vacunacion con bacterias vivas atenuadas (S. typhimurium Aro’) en ratones BALB/c estimula
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fuertemente la produccion asociada a Thl de anticuerpos IgG2a vs antigenos proteicos y LPS [192].
En modelos de infeccibn con S. typhimurium atenuada en ratones susceptibles C57BL/6, la
respuesta Thl de anticuerpos séricos IgG2c (equivalentes a IgG2a en BALB/c) estd dirigida
prominentemente hacia proteinas de membrana externa [193]. En el modelo anterior se observé que
en la infeccién con S. typhimurium atenuada preincubada con suero hay reduccién de la colonizacion
bacteriana en bazo y de la diseminacién sistémica del patégeno [193]. Este y otros ensayos in Vivo
[191, 193] sugieren que el mecanismo mediante el cual los anticuerpos colaboran contra la
proliferacién bacteriana es la opsonizacién. Aunque los anticuerpos tienen un efecto antibacteriano
potencial al llevar a cabo la activacion de la via clasica del complemento, Salmonella es insensible a
su efecto litico [159]. Sin embargo ensayos in vitro muestran que los anticuerpos favorecen la
opsonizacion junto con el complemento [194] y refuerzan la actividad bactericida de fagocitos [195],
incluso en la fase temprana de la infeccion [196].

En breves palabras, se puede decir que en la etapa temprana de la infeccion sistémica
causada por S. typhimurium en ratones susceptibles, las respuestas humoral y celular de la
inmunidad innata contribuyen en el control inicial del crecimiento bacteriano y colaboran en el
establecimiento de las respuestas adaptativas celular y humoral, necesarias en la depuracién
bacteriana tisular que ocurre en la etapa tardia de la infeccién.

JUSTIFICACION

Ensayos in vitro muestran que la Lf exhibe accién antibacteriana contra S. typhimrium. Sin
embargo, el efecto antibacteriano de Lf ha sido escasamente explorado en ratones susceptibles
a la infecciébn causada por esta bacteria enteropatdgena y los dos Unicos estudios previos
reportan resultados divergentes. El presente trabajo pretende esclarecer si la Lf contribuye o no
en el control de la infeccion intestinal y extraintestinal causada por esta enterobacteria
patégena. Las repercusiones practicas estan relacionadas con explorar aplicaciones
potenciales de la Lf como agente antibacteriano y/o como modulador de la respuesta

inmunitaria en la infeccién con S. typhimurium.
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IV. METODOLOGIA
A. Animales

Se utilizaron ratones Balb/C (Harland Sprage-Dawley) machos entre 8-12 semanas de edad y
un peso de 25-30 g, los cuales fueron mantenidos a temperatura constante (22-24°C) y un ciclo
de luz-oscuridad 12:12 (luces encendidas a las 7 am). La dieta consistié en Purina Chow de
raton y agua purificada a libre acceso. EI manejo de los animales se hizo en conformidad con
las regulaciones federales de México para la atencién y experimentacién animal (NOM-062-
Z00-1999, Secretaria de Agricultura, Ciudad de México, México) y aprobado por el Comité
Institucional de uso y cuidado animales.
B. Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento

La cepa tipo silvestre de S. typhimurium ( ATCC-14028) fue cultivada en agar cerebro
corazoén (Difco, Detroit, Michigan) durante 12 horas a 37 ° C. El cultivo bacteriano se colecté
con solucion salina isotdnica (SSI) estéril y la suspension bacteriana obtenida se centrifugé
durante 5 minutos a 12 000 xg a 4° C. El paquete bacteriano se lavé dos veces mediante la
resuspension en SSI estéril y centrifugacion. La densidad Optica de la suspensién bacteriana en
SSI se estimé a una longitud de onda de 690 nm, con el fin de ajustar la concentracién
requerida de unidades formadoras de colonias (UFC) en un volumen final de 100 ul, de acuerdo
a los estandares de turbidez con sulfato de bario del nefelometro de McFarland [197].
C. Preparacion de proteinas de la superficie bacteriana

Las proteinas solubles de superficie de S. typhimurium se prepararon de acuerdo con un
método descrito previamente [198], con algunas modificaciones. El cultivo de S. typhimurium
obtenido por incubacién durante 12 horas a 37 °C en caldo cerebro-corazon (Difco) se
centrifugd 5 min a 12000 xg a 4 C. El paquete bacteriano se resuspendié en amortiguador de
tricina (N-[Tris (hidroxi-metil) glicina]) (Sigma, St. Louis, MO), pH 7,2 y se centrifugé bajo las
mismas condiciones. La pastilla bacteriana se mezcl6 con urea 6 M durante 1 hora a

temperatura ambiente en agitacion constante, y finalmente se sonicé mediante la aplicacion de
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pulsos de 10-segundos a intervalos de 1 min cada uno, en un tiempo total de 3 minutos. El
extracto bacteriano se centrifugd como se describié anteriormente, para obtener un
sobrenadante enriquecido con proteinas solubles de superficie, el cual se dializé
exhaustivamente contra agua destilada. El contenido de proteina del extracto se determin6 con
un kit de Bradford (Bio-Rad, México DF, México), antes de guardarlo por congelacién a -20°C
hasta su uso.

D. Lactoferrina bovina

Lactoferrina bovina (bLf) saturada al 3% con Fe* fue comprada a NutriScience (Trumbull,
Connecticut, EE.UU.). La pureza de la bLf fue confirmada por electroforesis en gel de dodecil
sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE) [199] y tincién del gel con azul de Coomassie brillante
(Sigma) y tincion de plata.

E. Disefio experimental

Una dosis baja (5 mg/ratén) y una alta (100 mg/ratén) de bLf fueron elegidas para estudiar su
efecto antibacteriano en ratones infectados con S. typhimurium. La dosis baja fue elegida en
base a un estudio previo en ratones sanos, en el que se administraron 4 mg de bLf a cada ratén
para evaluar las propiedades inmunogénicas de la bLf, utilizando las diferentes modalidades de
administracion por via oral [13]. La dosis alta fue seleccionada a fin de ver un posible contraste
de los efectos en relacion a la dosis de 5 mg.

Dos grupos experimentales de 10 ratones fueron tratados durante 21 dias por via oral
mediante el depdsito bucal con una micropipeta con 5 6 100 mg de bLf/ratén, disueltos en 100 6
200 pul de SSI estéril, respectivamente. EIl grupo control fue tratado por la misma ruta y durante
el mismo tiempo con 200 pul de SSI estéril. En el dia 7 de post-tratamiento con bLf, estos tres
grupos de ratones fueron infectados por intubacion intragastrica con 10® unidades formadoras
de colonias (UFC, en 100 ul de SSI estéril) de S. typhimurium y otros 3 grupos de 10 ratones

(tratados y sin tratar con bLf) fueron infectados de la misma manera con 10* UFC/100 ml de
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este patdgeno. La mortalidad de cada grupo se registré diariamente durante 14 dias post-
infeccion.

Dado que 10* UFC resulté ser la dosis subletal de S. typhimurium que permitid la
supervivencia de todos los ratones durante 14 dias post-infeccion, fue elegida para evaluar los
efectos de bLf sobre los parametros relacionados con efecto antibacteriano y la produccién de
anticuerpos. En el dia 7 de tratamiento con bLf o SSI, los tres grupos de ratones (n = 15) se
infectaron con 10* S. typhimurium (Figura 2 ).Tras la infeccién, la administracion de bLf y de
SSI estéril continu6 mientras que la cosecha de heces se llevé a cabo todos los dias hasta el
sacrificio. Cinco ratones de cada grupo fueron anestesiados con éter para el sacrificio en los
dias 7, 14 6 21 después de la infeccion, con el fin de recolectar muestras de suero, liquido
intestinal, PP, el bazo y el tejido hepatico. Como controles no infectados, tres grupos de ratones
(n = 15) fueron tratados por via oral con bLf (5 6 100 mg/ratén) o con solucién salina estéril. El
dia 7, 14 6 21 del tratamiento con bLf, correspondiente al dia 0, 7 y 14 post-infeccién para los
otros grupos (Figura 2), cinco ratones de estos grupos de control no infectados fueron
sacrificados para recoger el suero y secreciones intestinales.

F. Recoleccién de muestras

Después de la infeccién, las heces recién eliminadas de cada raton fueron recogidas y
pesadas diariamente para estimar eliminacién bacteriana basada en el método de recuento en
placa descrito mas adelante. Después del sacrificio, el higado, el bazo y las PP de cada raton
infectado se extirparon y pesaron para enumerar la carga bacteriana por el método de recuento
en placa. El contenido del intestino delgado se recolecté mediante el lavado con jeringa de 5 ml
de solucion salina estéril con fosfato (PBS) de pH 7.4; estas muestras de liquido intestinal
fueron analizadas para estimar la eliminacion bacteriana mediante el recuento en placa.

A partir de entonces, los liquidos intestinales se centrifugaron a 8000 xg por 15 mina 4 ° Cy los
sobrenadantes intestinales fueron recogidos y almacenados en congelacién a -70 ‘C con 100 pl

de PHMB 150 mM por ml de muestra, hasta la evaluacion de IgA total y especifica (para las
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proteinas de superficie de Salmonella y bLf) mediante ensayo inmunoenziméatico (ELISA). Las
muestras de sangre recogidas por puncion cardiaca se centrifugaron a 3000 xg por 10 mina 4 °
C para obtener el suero, que se almacené a-70 'C hasta la evaluacién de anticuerpos IgG e IgM
totales y especificos por ELISA. En los dias 7, 14 y 21 post-tratamiento, cinco ratones del grupo
control no infectado (sin tratar y tratados con bLf) se sacrificaron para recoger el suero y
secreciones intestinales, y los niveles de anticuerpos totales y especificos fueron determinados
por ELISA.

G. Enumeracion bacteriana

Las heces recién eliminadas de los ratones infectados fueron recogidas para determinar su
peso humedo. Estas muestras de materia fecal fueron suspendidas después en PBS estéril con
Tritén al 0.05% (PBS-Triton) mediante agitacién extensiva para preparar una suspension fecal
uniforme. Las muestras de PP, el higado y el bazo se pesaron y se molieron sobre un tamiz de
plastico hasta obtener una suspension tisular uniforme. Muesras alicuotas de diluciones
seriadas de los fluidos intestinales o fecales y suspensiones de tejidos preparados en PBS-

Triton fueron cultivadas en agar Salmonella-Shigella (Difco) por incubacion durante 48 horas a

37 ° C y se contd el numero de colonias. La eliminacion de bacterias en las heces y en las
muestras de liquido intestinal se expresé como UFC/g y UFC/ml de la muestra,
respectivamente. La colonizacion bacteriana en PP o la translocacion bacteriana en el higado y
el bazo fueron expresados en UFC/g de tejido.

H. Ensayos inmunoenzimaticos de anticuerpos

La determinacion total de anticuerpos IgA en el liquido intestinal y de IgG e IgM en el suero de
los grupos infectados o no, se llevd a cabo por el método estandar de ELISA con ciertas
modificaciones [13]. Brevemente, placas de microtitulacion de fondo plano de poli-estireno de
96 pozos (Nunc Maxi-SORP, Bioscience, San Diego, CA, EE.UU.) se recubrieron con 1 ng en
100 pl por pozo de suero de conejo anti-lgA, anti-lgG y anti-lgM de ratén diluidos en

amortiguador 0.1 M de carbonato-bicarbonato a pH 9,6. Las placas se incubaron toda la noche
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a 4 °C y se lavaron tres veces con Tween 20 al 0.05% disuelto en PBS (PBST) y 3 veces con
PBS. Las placas fueron bloqueadas con la adicion de 100 pl por pozo de leche descremada al
5% disuelta en PBS e incubaciéon durante 2 horas a 37 °C, luego se lavaron 3 veces con PBST
y 3 veces con PBS.

En los ratones infectados y no infectados, la determinacion de IgG e IgM total se realiz6 con
100 pl de suero diluido en PBS 1:1000 y 1:4000, respectivamente, mientras que la IgA total se
estimo con 100 pl de liguido intestinal diluido en PBS 1:2. Las muestras diluidas se afiadieron a
pozos recubiertos con el antigeno correspondiente, cada muestra diluida se evalué por
duplicado. Las placas se incubaron durante la noche a 4 °C y luego se lavaron 5 veces con
PBST y 5 con PBS.

Un volumen de 100 pl de los siguientes anticuerpos de cabra conjugados con peroxidasa de
rabano picante diluidos en PBS fue adicionado a cada pozo de las placas correspondientes:
anti-lgG (Pierce, Rockford IL) o anti-IgA (Sigma) de ratén (diluidos 1:2000) y anti-IgM (Pierce)
de ratén (diluido 1:5000). Las placas fueron luego incubadas durante 1 hora a 37 °C y se
lavaron 3 veces con PBST y 3 veces con PBS. La reaccion enzimatica se desarrollé mediante
la adicion en cada pozo de 100 pl de sustrato (0,5 mg / ml de orto-fenilendiamina y H,O, al
0.01% disueltos en amortiguador de citrato fosfato 0,05 M de pH 5,2). La reaccién enzimatica
se detuvo con la adicion a cada pozo de 50 pl de H,SO,4 2,5 My la absorbancia (A A de 490 nm)
se midié en un lector de placas para el inmunoensayo enzimatico (Sigma).

Para cuantificar anticuerpos totales, 100 ul por pozo de diluciones seriadas con
concentracion conocida de anticuerpos purificados 1gG o IgM o cadenas k de mieloma IgA de
raton, se afadieron por duplicado a las placas de microtitulacién previamente recubiertas con
suero de conejo anti IgG, IgM o IgA de ratdn, respectivamente.

Los pasos descritos anteriormente se aplicaron y los valores de absorbancia (eje Y) fueron

graficados contra el correspondiente anticuerpo en pg/ml (eje X) para preparar curvas de
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referencia y calcular la concentracion de anticuerpos en pg/ml. En los ratones no infectados,
los valores medios de anticuerpos totales en suero y liquido intestinal se compararon entre los
tres grupos: los dos grupos tratados con bLf y el grupo control que no recibi6é tratamiento con
bLf. En los ratones infectados, los valores medios de anticuerpos totales en suero y liquido
intestinal también se compararon entre los tres grupos: los dos grupos tratados con bLf y el
grupo que no recibio tratamiento con bLf. Por otra parte, los valores medios de anticuerpos
totales de los ratones infectados tratados con bLf se compararon con el mismo pardmetro con
los de los ratones no infectados y no tratados con bLf.

La estimacion de anticuerpos IgA, IgG o IgM dirigidos contra las proteinas de superficie de
Salmonella [198] y contra bLf [13] se bas6é en métodos previamente descritos de ensayo
inmuno-enzimético, con algunas modificaciones. Placas de microtitulacion de 96 pozos de
fondo plano se recubrieron por incubacién durante la noche a 4 °C con 100 ul por pozo de las
siguientes soluciones de antigeno diluidas en amortiguador de bicarbonato-carbonato 0,1 M de
pH 9,6: 50 ug/ml de proteinas de superficie de S. typhimurium o 20 pg/ml de bLf. Se llevaron a
cabo 3 lavados con PBST y 3 con PBS antes y después de bloquear las placas recubiertas con
las proteinas de superficie de Salmonella o bLf, con 100 pul por pozo de 5% de leche
descremada o gelatina al 0,1% disuelta en PBS, respectivamente.

Las determinaciones de anticuerpos en ratones infectados se llevaron a cabo como sigue:
En placas recubiertas con el antigeno de superficie de Salmonella, (i) los anticuerpos IgG o IgM
vs proteinas de Salmonella fueron detectados por la adicion 100 ul por pozo de suero diluido
1:1000 y 1:4000 en PBS, respectivamente y (ii) la IgA anti-Salmonella se detecté mediante la
adicién de 100 pl por pozo de las secreciones intestinales sin diluir. En las placas recubiertas
con bLf, (i) la IgG e IgM vs bLf se evalu6 mediante la adicion de 100 ul por pozo de suero
diluido 1:1000 en PBS (ii) y los anticuerpos IgA contra bLf fueron evaluados mediante la adicién

de 100 pl por pozo de las secreciones intestinales sin diluir. En las muestras de los ratones no
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infectados la deteccion de anticuerpos se hizo como sigue. En placas recubiertas con
Salmonella o bLf, (i) los anticuerpos IgG o IgM fueron evaluados mediante la adicion de 100 pl
por pozo de suero diluido 1:1000 y (ii) los anticuerpos IgA se estimaron con la adicion de 100 pl
por pozo de secreciones intestinales sin diluir. Los ensayos para cada dilucién se llevaron a
cabo por duplicado.

Después de agregar las muestras, las placas se incubaron toda la noche a 4 °C. Se aplicaron
5 lavados con 100 pl por pozo de PBST y 5 con PBS para después adicionar 100 pl por pozo
de los siguientes anticuerpos de cabra conjugados con peroxidasa de rabano picante diluidos
en PBS: anti-IgG (Pierce) o anti-IgA (Sigma) de raton diluidos 1:2000 y anti-lgM (Pierce) de
raton diluido 1:5000.

Las placas se incubaron 1 hr a 37°C para aplicar después 3 lavados con PBST y 3 con PBS.
Tras lavar, un volumen de 100 pl de la solucién de sustrato fue adicionado a cada pozo. La
reaccion enzimatica se detuvo con 50 ul de 2,5 M de H2SO4 y la absorbancia a A de 490 nm se
midié en un lector de placas para el enzimatico inmunoensayo (Sigma).

Los niveles de anticuerpos contra las proteinas de la superficie de Salmonella y contra bLf en
suero y secreciones intestinales se expresaron con el valor correspondiente a la media de
absorbancia (A490nm). Los valores medios de A490nm de ratones no infectados tratados con
bLf se compararon con el grupo control no infectado que no fue tratado con bLf. Por otra parte,
los valores medios de A490nm de los ratones infectados tratados con bLf se compararon con
los grupos control no infectados e infectados de ratones no tratados con bLf.

|. Estadistica

Los resultados se informaron como media + desviacién estandar (SD) a menos que se haya
indicado lo contrario. Las comparaciones del valor de la media se hicieron mediante el ANOVA
de una via. Cuando ANOVA fue significativo, las pruebas post-hoc Tukey o Dunn se aplicaron

para estimar las diferencias significativas entre grupos. Las diferencias se consideraron
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significativas a P <0,05. Los célculos estadisticos se realizaron con la version 2 de software
Sigma Stat.

V. RESULTADOS

1. Curvas de Sobrevivencia

Se observaron diferencias significativas en la sobrevivencia entre los grupos de ratones
tratados con bLf o el vehiculo y posteriormente infectados por via intragastrica con una dosis
letal (10® UFC) de S. typhimurium (Figura 2). La sobrevivencia después de la infeccién en los
ratones del grupo control fue de 80% en el dia 2, 60% en los dias 4-6, el 50% en el dia 7 y el
40% en los dias 8-14. Por el contrario, la sobrevivencia de ratones en los dos grupos tratados
con 5 6 100 mg de bLf fue significativamente superior al testigo. Ambos grupos experimentales
mostraron el mismo porcentaje de sobrevivencia; 100% hasta el dia 8 post-infeccion, y el 80% a
partir del dia 9 a 14 post-infecciéon. Por lo tanto, el tratamiento con bLf tuvo un efecto positivo
para aumentar la sobrevivencia de los ratones infectados.

Todos los ratones que sobrevivieron a los 14 dias post-infeccién con la dosis letal, tanto del
grupo control como los tratados con bLf, mostraron erizamiento de pelo, debilidad vy
somnolencia. La hipotermia fue detectada por contacto manual en ratones moribundos. Por otra
parte, en los ratones que recibieron una dosis subletal (10* UFC) de S. typhimurium, el
porcentaje de sobrevivencia fue del 100% durante los 14 dias post-infeccion, tanto en el control
como en los ratones tratados con bLf (datos no mostrados); todos estos ratones parecian estar
vivaces, activos y normales; estos ratones no mostraron los sintomas de los infectados con la
dosis letal. En consecuencia, 10* UFC de S. typhimurium fue elegida como la dosis para probar
el efecto de la bLf sobre la carga bacteriana intestinal y la sistémica, asi como su relacion con la
respuesta de anticuerpos a nivel intestinal y sistémica contra la infeccién por S. typhimurium.

2. Carga bacteriana intestinal
Como consecuencia de la administracion de las bacterias mediante intubacion intragastrica,

ocurri6 la concomitante colonizacion bacteriana intestinal. Por lo tanto, el curso de la
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eliminacion de bacterias en las heces de ratones infectados con 10* UFC de S. typhimurium
(tratados o no con Lf) fue evaluado hasta el sacrificio. No hubo diferencias significativas en la
carga bacteriana de las heces de los animales tratados con 5 6 100 mg de bLf. Del dia 1 al 14
post-infeccion (Figura 3A), la eliminacién bacteriana en las heces de los ratones tratados con
bLf fue significativamente menor (P <0,01) que la de los no tratados. Sin embargo, en los
ratones tratados con bLf las bacterias no se eliminaron por completo, lo que indica que estos
ratones estuvieron infectados durante este periodo de tiempo.

Del dia 14 al 15 post-infeccion, se observé una reduccion (de aproximadamente 100 a 1000
veces) en la eliminacién de bacterias fecales en todos los grupos. Este descenso continué 21
dias después de la infeccion en los animales que fueron tratados o no con bLf (Figura 3B). En
el dia 15 post-infeccion, ambos grupos de ratones tratados con bLf mostraron una menor carga
bacteriana en las heces (P <0,05) que el grupo control, pero no hubo diferencias significativas
entre estos dos grupos. En los dias 16, 17 y 19 post-infeccion, la carga bacteriana de las heces
fue menor en los ratones tratados con 100 mg que con 5 mg de bLf (P <0,05). Sélo los ratones
tratados con 100 mg de bLf mostraron una eliminacién bacteriana significativamente menor (P
<0,05) en comparacién con el grupo control. En los dias 18, 20 y 21 post-infeccion, no hubo
diferencia significativa en la eliminacién fecal bacteriana entre cualquiera de los tres grupos
infectados, tratados o no tratados con bLf (Figura 3B). Recapitulando los resultados, los grupos
tratados con bLf mostraron niveles significativamente mas bajos de bacterias en las heces
hasta el 15 dia post-infeccién, sin diferencia entre los dos grupos tratados. Del dia 15 a 21 se
observo una reduccion en la eliminacion fecal de bacterias de los tres grupos infectados. En los
dias 16, 17 y 19, la unica diferencia significativa fue la eliminacion bacteriana mas baja en los
animales tratados con 100 mg de bLf, en comparacion con los otros dos grupos. Por ultimo, la
eliminacion de bacterias en los dias 18, 20 y 21 siguié disminuyendo sin ninguna diferencia
significativa entre los tres grupos infectados, lo que significa que en este punto la reduccion del

namero de bacterias eliminadas parece no haber estado relacionada con la administracién bLf.
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A fin de ampliar la evaluacion a nivel local del efecto antibacteriano de las dos dosis de bLf,
la carga bacteriana se determind también en las secreciones intestinales. La carga bacteriana
fue significativamente menor en los dias 7 y 14 post-infeccion (P <0,05) en los ratones tratados
con cualquiera de las dosis de bLf, en comparacién con los animales no tratados con esta
glicoproteina (Figura 4A). La carga bacteriana en las secreciones intestinales del grupo no
tratado con bLf alcanzé su punto maximo en el dia 14 post-infeccion. En el dia 7 post-infeccion
la carga bacteriana en las secreciones intestinales fue similar en ambos grupos tratados con
bLf, sin embargo, en el dia 14 fue significativamente menor en los ratones tratados con 100 mg
que con 5 mg de bLf (P <0,05). En el dia 21 post-infeccion, la Unica diferencia significativa en la
carga bacteriana de las secreciones intestinales fue en el grupo tratado con 100 mg de bLf que
tuvo un valor significativamente menor (P <0,05), que los otros dos grupos infectados (Figura
4A). En las secreciones intestinales, como en las heces, en los dias 7 y 14 post-infeccion
ambas dosis de bLf parecen haber contribuido a la disminucion de la cuenta bacteriana, en
comparacion con el grupo no tratado con bLf. Sin embargo, a diferencia de lo observado en las
heces, en las secreciones intestinales: (i) en el dia 14 hubo un recuento bacteriano
significativamente menor en el grupo tratado con 100 mg que con de 5 mg de bLf, y (ii) en el dia
21 el recuento bacteriano fue significativamente menor en el grupo tratado con 100 mg de bLf
que en los otros dos grupos infectados.

La carga bacteriana intestinal de los ratones infectados también se exploré mediante el
analisis de la colonizacién bacteriana en PP, ya que representan las principales puertas de
entrada del patégeno hacia el compartimento sistémico (Figura 4B). Asi, esta evaluacion puede
ser util para comparar el efecto de bLf sobre la disminucion bacteriana observada en las
secreciones intestinales y para la consecucion de mas informacion sobre el efecto
antibacteriano local de ambas dosis bLf.

La mayor colonizacién bacteriana en PP se detectd en el grupo no tratado con bLf, que

alcanzé su punto maximo en el dia 14 post-infeccién (Figura 4B). En comparacién con el grupo
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control, la colonizacion bacteriana en PP en el dia 7 y 14 post-infeccion fue significativamente
menor (P <0,05) en los ratones tratados tanto con 5 como con 100 mg de bLf, mientras que no
se encontraron diferencias significativas entre estos dos grupos tratados con bLf. Al igual que
lo observado en heces (Figura 3) la carga bacteriana disminuy6 en todos los grupos en el dia
21 post-infeccion (Figura 4B). En este Ultimo dia, la Unica diferencia significativa encontrada fue
la menor carga bacteriana intestinal en PP (P <0,05) en el grupo tratado con 100 mg de bLf, en
comparacion con los otros dos grupos (Figura 4B, inserto). Estos resultados, al igual que con
las secreciones intestinales, sugieren que en PP (i) s6lo en los dias 7 y 14 post-infeccibn ambas
dosis de bLf parecen haber sido efectivas para disminuir la colonizacion bacteriana, y (ii) en el
dia 21 post-infeccion, sélo el grupo de ratones tratado con la dosis de 100 mg de bLf mostré
una colonizacion bacteriana significativamente mas baja entre los tres grupos de ratones
infectados.
3. Carga bacteriana sistémica

Para evaluar el efecto de la bLf sobre la capacidad de S. typhimurium de invadir el epitelio
intestinal y propagarse a través de la circulaciébn sanguinea hacia sus principales 6rganos
blanco sistémicos, la translocacion bacteriana se evalué en el higado y el bazo de los tres
grupos de ratones infectados. El nivel mas alto de la carga bacteriana en el higado y el bazo se
observo en los ratones del grupo control en el 14 dia post-infeccion (Figura 5A y 5B). En el dia
7 y 14 post-infeccidn, la carga bacteriana en el higado y el bazo fue significativamente menor (P
<0,05) en los ratones tratados tanto con 5 como con 100 mg de bLf, en comparacion con el
grupo control, tiempo durante el cual no se observaron diferencias significativas entre estos dos
grupos tratados con bLf. En el dia 21 post-infeccion, el recuento de bacterias fue
significativamente menor en los tres grupos en comparacion con los valores respectivos en los
dias 7 y 14. En el dia 21 post-infeccion, no hubo diferencias significativas entre cada uno de
estos grupos con respecto a este pardmetro, aunque hubo una tendencia a un nivel mas alto en

el bazo en los ratones tratados con 100 mg de bLf(Figura 5B). Ambas dosis de bLf fueron
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efectivas sobre la reduccién de la carga bacteriana en el higado y en el bazo en los dias de 7 a
14 post-infeccion. Esta valoracion no se pudo determinar en el dia 21 debido a que el grupo
control de ratones infectados eliminaron la bacteria en forma natural.

4. Respuesta total de anticuerpos IgA, IgG e IgM

Para ver si los efectos antibacterianos de la bLf, evaluados en compartimentos locales y
sistémicos, estaban relacionados con la respuesta de anticuerpos, primeramente el total de 1gG
e IgM en el suero e IgA en las secreciones intestinales se evalu6 en los tres grupos de ratones
no infectados (control y dos grupos tratados bLf). En los dias 7, 14 y 21, los niveles totales de
anticuerpos IgA (Figura 6A, arriba a la izquierda), IgG (Figura 6C, central izquierdo) e IgM
(Figura 6E, abajo a la izquierda) en ambos grupos tratados con bLf resultaron ser
significativamente (P <0,05) més altos que los del grupo control.

En el dia 7, se observaron niveles significativamente mayores (P <0,05) del total de
anticuerpos IgA (Figura 6A) e IgG (Figura 6C) en los ratones tratados con 100 mg que con 5
mg de bLf. En contraste, en ese mismo dia, la IgM total fue mayor (P <0,05) en los ratones
tratados con 5 mg que con 100 mg de bLf (Figura 6E). En el dia 14, no se observaron
diferencias significativas en el total de IgA, 1gG e IgM entre ambos grupos de ratones tratados
con bLf. Para el dia 21, no se encontraron diferencias en los niveles totales de IgA e IgG entre
los dos grupos tratados bLf, pero hubo un mayor nivel de IgM total (P <0,05) en los ratones
tratados con 100 mg que con 5 mg de bLf (Figura 6E). Independientemente de las diferencias
mostradas entre los ratones tratados con 5 0 100 mg de bLf, en términos generales, estos
resultados sugieren que ambas dosis de bLF mostraron propiedades inmunogénicas al
estimular el aumento del total de IgA, IgG e IgM en los ratones sanos en todos los dias
evaluados.

Los niveles totales de anticuerpos IgG e IgM en suero e IgA en las secreciones intestinales
también fueron evaluados en los tres grupos de ratones infectados. En los dias 7, 14 y 21 post-

infeccion, los niveles totales de anticuerpos IgA (Figura 6B, arriba a la derecha) e IgG (Figura
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6D, central derecho) en los dos grupos de ratones tratados con bLf mostraron un aumento
significativo (P <0,05), en comparacién con el grupo de ratones infectados no tratados con bLf,
asi como en comparacion con el grupo de ratones no infectados y no tratados con bLf. No hubo
diferencias significativas en los niveles de anticuerpos IgA entre los grupos tratados con 5 6 100
mg de bLf en cualquiera de los tres dias evaluados (Figura 6B). Por el contrario, un nivel
significativamente mayor de IgG total fue encontrado el dia 14 post-infeccion (P <0,05) en los
ratones tratados con 5 mg que con 100 mg de bLf, mientras que en los dias 7 y 21 post-
infeccién no se encontraron diferencias significativas en este sentido (Figura 6D).

En los dias 7 y 14 post-infeccion, los niveles de IgM total fueron mayores (P <0,05) en los
dos grupos tratados con bLf que en los dos grupos no tratados con bLf (no infectados e
infectados) (Figura 6F fondo a la derecha). En estos dos dias, no hubo diferencia significativa
entre los dos grupos tratados con bLf respecto a este pardmetro (Figura 6F). En el dia 21, no
hubo diferencias significativas en el nivel de IgM total entre cualquiera de los tres grupos
infectados. Sin embargo, hubo un nivel significativamente mas alto de este anticuerpo en los
tres grupos infectados que en el grupo control no infectado. En términos generales, se puede
decir que en los ratones infectados, la totalidad de la producciéon de IgA y anticuerpos IgG fue
promovida por bLf en todos los dias de prueba, mientras que un aumento significativo de IgM
total se observo s6lo en relacion con ambas dosis de bLf en los dias 7 y 14 post-infeccion. En el
dia 21 post-infeccién, ninguna dosis de bLf mejor6 la produccion total de IgM.

5. Anticuerpos IgA, IgG e IgM contra proteinas de superficie de Salmonella

Para explorar una posible relacién entre los efectos antibacterianos de la bLf (evaluada en
los compartimentos local y sistémico) y la respuesta inmune contra S. typhimurium, los
anticuerpos 1gG e IgM en suero e IgA en las secreciones intestinales contra proteinas de la
superficie de Salmonella se evaluaron en los tres grupos de ratones no infectados (control y dos
grupos tratados con bLf) y en los ratones infectados con o sin tratamiento con bLf. Una simple

observacion visual de la Figura 7 evidencia el hecho de que en todos los dias de evaluacién de
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los niveles de anticuerpos IgA (Figura 7B arriba a la derecha), IgG (Figura 7D centro a la
derecha) e IgM (Figura 7F abajo a la derecha), contra las proteinas de superficie de Salmonella,
fueron mayores en los ratones infectados (sean o no tratados con bLf) que en los ratones no
infectados. Sin embargo, el tratamiento con bLf en los ratones no infectados estimulé el
aumento de anticuerpos IgM en los dias 7 y 14 siendo este aumento mayor en grupo tratado
con 5 mg de bLf (P <0,05) en comparacion al grupo tratado con 100 mg de bLf o el grupo no
tratado con esta glicoproteina (Figura 7E, abajo a la izquierda). Entre los dos Ultimos grupos, no
hubo diferencias significativas en relacién a este parametro. En el dia 21, los niveles de IgM
contra las proteinas de superficie de Salmonella en los dos grupos no infectados tratados con
bLf fueron mayores (P <0,05) que los del grupo de control. No se encontraron diferencias
significativas entre estos dos grupos tratados con bLf con respecto a este parametro (Figura
7E).

Mientras que en los ratones no infectados no hubo un efecto aparente de la bLf sobre el
aumento de anticuerpos IgA e IgG frente a proteinas de superficie de Salmonella, parece que
ambas dosis de bLf aumentaron la producciéon de anticuerpos IgM de reaccion cruzada contra
las proteinas de superficie bacteriana en todos los dias evaluados. Sin embargo, los resultados
fueron bastante diferentes en los grupos de ratones infectados. Todos los anticuerpos
estimados contra las proteinas de superficie de Salmonella mostraron un incremento en los
grupos infectados tratados con bLf

En los dias 7, 14 y 21 post-infeccion, hubo mayores niveles de anticuerpos IgA especificos
(P <0,05) en ambos grupos tratados con bLf que en los dos grupos no tratados con esta
glicoproteina (infectados o no infectados, Figura 7B arriba a la derecha). La Unica diferencia
significativa de IgA especifica entre los dos grupos tratados con bLf (P <0,05) fue encontrada en
el dia 21 post-infeccién, dia en el cual fue mas alta en los ratones tratados con 100 mg que con
5 mg de bLf. En el dia 7 post-infeccion, hubo un mayor nivel de 19G especifica (P <0,05) en el

grupo tratado con 100 mg de bLf que en los otros dos grupos infectados (tratados con 5 mg de
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bLf y no tratado) y los ratones no infectados (no tratados). En los dias 14 y 21 post-infeccién,
ambos grupos de ratones tratados con bLf mostraron mayores niveles de anticuerpos IgG
especificos (P <0,05) que los dos grupos de control (infectados y no infectados) En estos
mismos dias, no se encontraron diferencias significativas en este pardmetro entre los dos
grupos tratados con bLf (Figura 7D, centro a la derecha).

En el dia 7 post-infeccion, los niveles de anticuerpos IgM especificos en ambos grupos de
ratones tratados con bLf fueron mayores (P <0,05) que en los dos grupos control (infectados y
no infectados), y fueron superiores (P <0,05) en los ratones tratados con 5 mg que con 100 mg
de bLf. En el dia 14 y 21 post-infeccion, no hubo diferencias significativas de anticuerpos IgM
especificos entre cualquiera de los tres grupos infectados. Sin embargo, hubo una diferencia
significativa entre estos tres grupos infectados en comparacion con el grupo de no infectados
no tratados con bLf (Figura 7, abajo a la derecha). Estos hallazgos muestran que en ratones
infectados: (i) la produccién de anticuerpos IgA contra las proteinas de superficie de Salmonella
fue promovida por ambas dosis de bLf en todos los dias de la prueba; (i) la IgG contra las
proteinas de la superficie de Salmonella fue promovida por 100 mg de bLf en los dias 7, 14y 21
post-infeccion y con 5 mg de bLf en los dias 14 y 21 post-infeccion, y (iii) la produccion de IgM
contra las proteinas de superficie de Salmonella fue reforzada por las dos dosis de bLf sélo el
dia 7 post-infeccion.

5. Anticuerpos IgA, IgG e IgM contra bLf

A fin de ver una relacion de los efectos antibacterianos de la bLf, evaluado en compartimentos
local y sistémico con la respuesta inmune hacia la bLf, los anticuerpos IgG e IgM en suero e IgA
en las secreciones intestinales contra la bLf se evaluaron en los tres grupos de ratones no
infectados (los dos grupos tratados con bLf y el grupo no tratado con esta glucoproteina). La
respuesta de anticuerpos contra la bLf inducida por las dos dosis probadas fue evaluada en

suero o secreciones intestinales de los ratones no infectados e infectados.
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En los ratones no infectados, los niveles de IgA, IgG e IgM anti-bLf fueron mayores en los
ratones tratados con esta glicoproteina (P <0,05) que en los ratones no tratados en todos los
dias de medicién (Figura 8A, Cy E). En los dias 7, 14 y 21 post-tratamiento, los niveles de IgA
contra bLf fueron mayores (P <0,05) en los ratones tratados con 100 mg que en los tratados
con 5 mg de bLf (Figura 8A, arriba a la izquierda). En el dia 14 post-tratamiento con bLf, un
nivel significativamente mas alto (P <0,05) de anticuerpos IgG contra bLf se observé en los
ratones tratados con 100 mg que con 5 mg de bLf. En los dias 7 y 21 post-tratamiento, no hubo
diferencia significativa en el aumento de la IgG vs bLf en los ratones tratados con 5 6 100 mg
de esta glicoproteina (Figura 8B, centro a la izquierda). No se encontraron diferencias en
relacién con el aumento de la IgM anti-bLf entre los grupos tratados con 5 6 100 mg de bLf en
cualquier dia de la prueba (Figura 8E, abajo a la izquierda). Con base en estos resultados,
parece que ambas dosis de bLf mejoraron un aumento de IgA, IgG e IgM contra la bLf en
ratones sanos en los dias 7, 14 y 21 de tratamiento.

La evaluacién de la respuesta de anticuerpos vs bLf en ratones infectados mostré que en
todos los dias de prueba el aumento de IgA e IgG contra bLf en ratones tratados con 5 6 100
mg de bLf fue mayor (P <0,05) que en los grupos no infectados e infectados no tratados con bLf
(Figura 8B y D) Sin embargo, una diferencia significativa en el aumento (P <0,05) de IgM con 5
y 100 mg de bLf en comparacion con los ratones infectados y no infectados no tratados con bLf
s6lo se observd en los dias 7 y 14 post-infeccién. En el dia 21, no hubo una diferencia
significativa en el aumento de IgM en los ratones infectados tratados o no tratados con bLf, pero
si hubo una diferencia significativa en el incremento entre los animales infectados (tratados o no
con bLf) y los ratones no infectados y no tratados con bLf

En los dias 7 y 14 post-infeccion, la IgA vs bLf fue significativamente mayor (P <0,05) en los
ratones infectados tratados con 100 mg que con 5 mg de esta glicoproteina. En el dia 21 no se
encontraron diferencias significativas con respecto a este pardmetro entre los dos grupos

tratados con bLf-(Figura 8B, arriba a la derecha).
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Con respecto a la IgG vs bLf, mientras que en el dia 14 post-infeccion un mayor incremento (P
<0,05) en este parametro se observé en los ratones infectados tratados con 100 mg que con 5
mg de bLf (Figura 8D, centro derecha), no hubo diferencia entre los dos grupos tratados con bLf
en los dias 7 y 21 post-infeccion. En cuanto a IgM vs bLf, no hubo diferencia en el aumento de
IgM en dos grupos tratados bLf-en cualquier dia de la medicién en los animales infectados
(Figura 8, abajo a la derecha). En resumen, estos resultados muestran que en ratones
infectados, ambas dosis de bLf estimularon un mayor aumento de IgA e IgG vs bLf en
comparacion con los animales no tratados con esta glicoproteina en todos los dias de prueba, y
el aumento de IgM anti-bLf sélo en los dias 7 y 14 post-infeccion. Un mayor nivel de anticuerpos
contra bLf fue encontrado en los ratones tratados con 100 mg en comparacion con los tratados
con 5 mg en los dias 7 y 14 para IgA y el dia 14 para IgG. No hubo tal diferencia en ningun dia
medido en relacion a la IgM.

VI DISCUSION

Ensayos anteriores basados en modelos animales de infeccion experimental demostraron la
accion protectora de Lf al reducir la mortalidad causada por bacterias patdégenas [91, 92]. En el
presente estudio la administracion de bLf por depésito bucal redujo también la mortalidad entre
ratones naturalmente susceptibles Balb /C infectados mortalmente por la via intragastrica con
10® UFC de S. typhimurium [Figura 2]. La eficiente proteccién contra la mortalidad obtenida con
esta glicoproteina fue demostrada a una dosis de S. typhimurium 1000 veces mayor que la
DL50 correspondiente a 10° UFC evaluada en otro estudio en ratones Balb /C infectados
intragastricamente con la cepa S. typhimurium 14028 [200].

Otros estudios en modelos animales de infeccion con dosis subletales también han
demostrado que Lf administrada por via oral a ratones disminuye la carga bacteriana en el
intestino [88], estdbmago [89], higado [90] y vejiga urinaria [96]. En la presente contribucion, en
ratones que recibieron una dosis intragastrica subletal de S. typhimurium (10* UFC), el

tratamiento con bLf dio lugar a una disminucion de la carga bacteriana en el intestino [Figura
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4B], el bazo y el higado [Figura 5], una reduccién de la eliminacion bacteriana intestinal [Figuras
3y 4A], y a un aumento de los anticuerpos totales [6] y especificos contra los antigenos de
superficie de Salmonella y contra bLf [Figuras 7, 8]. Hasta donde sabemos, este es el primer
estudio in vivo que muestra una relacion entre la disminuciéon de la carga bacteriana y el
aumento de la respuesta de anticuerpos inducida por la lactoferrina.

Los mecanismos subyacentes de las propiedades antibacterianas de Lf en relacién con la

infeccién por S. typhimurium pueden incluir la desestabilizacion de la membrana celular externa

[16, 21], disminucién de la adherencia intestinal [24], y / 0 la estimulacion de muerte bacteriana
por fagocitosis a través de un aumento de la produccién de especies reactivas del oxigeno,
como el peréxido de hidrogeno (H,O,) [25]. Tras la administracion oral de bLf descrita en el
estudio actual, los efectos antibacterianos en relacion a S. typhimurium en los dos blancos
sistémicos principales de este patdgeno en los ratones (el higado y el bazo) [117] pueden ser
debidos al hecho de que la bLf se absorbe en una forma no digerida en el intestino y se
mantiene sin digerir durante su transito hacia la circulacion sanguinea hasta distribuirse a estos
dos 6rganos [62]. A pesar de resistir protedlis una porcion de la bLf se pudo haber degradado
en estdbmago para generar lactoferricinas con actividad antimicrobiana. Los resultados
obtenidos en este estudio sugieren que, aunque los mecanismos directos antibacterianos
mediados por bLf pueden estar participando en la disminucion de los niveles bacterianos en los
tejidos, los implicados son probablemente algunos efectos secundarios de la influencia
inmunomoduladora de esta glicoproteina sobre los componentes humorales y celulares de las
PP y el bazo [11]. Es decir, la produccién de anticuerpos contra las proteinas de la superficie de
Salmonella fue modulada diferencialmente por bLf en ratones no infectados en comparacion
con infectados. Mientras que un aumento en la respuesta de anticuerpos IgA, IgG e IgM contra
las proteinas de superficie de Salmonella en los ratones infectados fue inducida por el
tratamiento con la bLf; en ratones no infectados, esta glicoproteina sélo produjo un incremento

de anticuerpos IgM de reaccién cruzada contra las proteinas de superficie de Salmonella
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[Figura 7]. En contraste con la respuesta de anticuerpos contra las proteinas de superficie de
Salmonella, en ratones no infectados e infectados se observé un aumento en los niveles de
anticuerpos IgA, IgG e IgM totales y contra la bLf [Figuras 6 y 8]. Ademas de confirmar los
reportes anteriores sobre el efecto inmunomodulador de la bLf sobre la produccion de
anticuerpos totales y anti-bLf en ratones no infectados [12, 13], nuestro trabajo demuestra el
mismo efecto inmunomodulador dosis-independiente de la bLf en ratones infectados.

La influencia dosis-independiente de bLf cuando se administra en forma continua por via oral
,podria estar relacionada con la regulacion de la absorcién intestinal de esta glicoproteina, y
también a su eliminacion de la luz intestinal Al parecer, s6lo una fraccion inmunogénica de la
dosis total de bLf administrada por el depésito bucal en los ratones infectados estimulé la
produccion intestinal y sistémica de anticuerpos por la activacion de las células
inmunocompetentes de las PP y el bazo. El resto de la bLf administrado por via oral podria
haber formado complejos inmunes con anticuerpos, principalmente inmunoglobulina A
secretora (slgA), expulsados de la luz intestinal por exclusién inmunitaria. Ademas, los
complejos inmunitarios bLf-sIgA podrian haber reducido la absorcion intestinal de la bLf,
disminuyendo reacciones potencialmente dafinas de hipersensibilidad generadas por la
administracion oral constante de bLf, como se ha sido previamente sugerido [62]. Debido al
hecho de que en términos generales no se observaron efectos diferenciales sobre la carga
bacteriana con la dosis de 5y 100 mg de bLf administradas por via oral, queda por explorar la
dosis minima de bLf que exhiba efectos antibacterianos.

En el presente estudio, observamos que la bLf increment6 la respuesta de anticuerpos IgA,
lgG y IgM total, asi como la especifica contra las proteinas de superficie de Salmonella
generados por la infeccion por S. typhimurium. Estudios previos han informado que en las
primeras etapas de la infeccion primaria con S. typhimurium, se generan anticuerpos de baja
afinidad [155, 193], especificos contra proteinas de superficie de Salmonella [193] y anticuerpos

de reaccion cruzada contra antigenos de Salmonella [201]. A medida que la infeccidn progresa,
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aumentan los niveles de anticuerpos especificos de alta afinidad [193]. El papel de los
anticuerpos generados en la respuesta primaria a la infeccibn por S. typhimurium se ha
explorado en modelos experimentales de infeccion en ratones deficientes (knock-out) del
receptor polimérico de inmunoglobulinas (plgR-/-) [155], asi como en ratones deficientes en
células B (Igu-/-) [189] y CD154 [193]. Durante la respuesta primaria, los anticuerpos
intestinales no especificos IgA bloquean la invasion de S. typhimurium en el epitelio intestinal
[155]. Experimentos de infeccidén intraperitoneal con S. typhimurium opsonizada con
anticuerpos IgG e IgM muestran que los anticuerpos sistémicos especificos de baja afinidad
reducen la colonizacion bacteriana del bazo y la bacteremia [193]. En concordancia con lo
anterior, los resultados del presente ensayo sugieren que la bLf estimulé un aumento total y
especifico de anticuerpos de baja afinidad que contribuy6 a una disminucion bacteriana en el
intestino y a nivel sistémico. Ensayos experimentales de la transferencia pasiva de anticuerpos
de ratones donadores infectados tratados con bLf a ratones receptores retados con S.
typhimurium podria responder sobre el posible papel de los anticuerpos inducidos por la bLf
sobre la proteccién a la infeccién causada por este patégeno.

Los grupos control (no infectados o infectados) fueron tratados con solucién salina estéril o
PBS como se ha hecho en otros estudios para evaluar el efecto antibacteriano de lactoferrina
en modelos animales de infeccion experimental [27, 90, 92,96]. No se administraron por via oral
proteinas de la leche a los grupos que se utilizron como control, ya que pueden actuar como
nutrientes que mejoran el crecimiento de bacterias intestinales, como lo demostré un estudio en
el que las proteinas de la leche administradas por via oral en ratones aumentaron la sobre-
proliferacién bacteriana en el intestino, lo que a su vez promovié la propagacion de las bacterias
intestinales a drganos sistémicos. En el estudio citado, esta translocacion bacteriana inducida
por proteinas de la leche fue inhibida por la bLf administrada por via oral [202].

El presente estudio sugiere que el efecto de la bLf sobre la disminucion temprana de la

carga bacteriana en los sitios intestinales y sistémicos esta probablemente relacionado con su
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capacidad de estimular rdpida y continuamente la produccion total y especifica de anticuerpos
s6lo durante los primeros 15 dias post-infeccion. Por el contrario, de los dias 16 al 21 post-
infeccion, la carga bacteriana disminuy6 [Figuras 3, 4, 5] independientemente de la respuesta
de anticuerpos totales y especificos inducidos por el tratamiento con bLf [Figuras 6, 7, 8].
Teniendo en cuenta la influencia de la bLf sobre la generacion de anticuerpos y citocinas en las
PP y bazo [13], parece que durante los primeros dias de la infeccibn los componentes
humorales y celulares de la respuesta inmune se activaron como consecuencia de la
administracién de bLf y dichos componentes contribuyeron al proceso natural de eliminacién
bacteriana. Es importante destacar que no se puede hacer una relacién de causalidad directa
entre el aumento de anticuerpos y una disminucion de la carga bacteriana, no sélo porque se
carece de los estudios experimentales, sino también por el hecho de que la proteccién contra S.
typhimurium es un evento multifactorial basado en mecanismos complejos en los que participan
componentes humorales y celulares del sistema inmune, tanto innato como adaptativo [158].

Se ha demostrado que los anticuerpos intervienen en el control de la infeccion por
Salmonella en la fase extracelular del patégeno por varios mecanismos, incluyendo los
anticuerpos protectores de la mucosa implicados en la exclusion inmunitaria [153], al bloquear
la adherencia intestinal y / o la penetracién del patégeno a través de la barrera de la mucosa, y
los anticuerpos sistémicos como efectores opsonizantes que mejoran la actividad bactericida de
células fagociticas al dirigir las bacterias infectantes hacia una muerte lisosomal [195]. El papel
de los anticuerpos especificos contra bLf en la resistencia a la infeccion por Salmonella no esta
completamente claro pero su potencial de reaccion cruzada puede permitir su unién a la
S.typhimurium, para asi favorecer su opsonizacion y / o contribuir a la exclusion inmune con el
fin de eliminar a la bacteria de la luz intestinal. Los anticuerpos anti-bLf pueden pertenecer al
conjunto de IgA (e IgM) con un papel esencial en la proteccion de la mucosa frente a patégenos

asociado a la poli-reactividad mediada por Fab y / o interacciones glicano [203].
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Otros componentes podrian también ser activados por la administracion oral de bLf, tales
como la promocion de la actividad mortifera de las células fagociticas, que tienen un papel
esencial en el control de la infeccion intracelular de S. typhimurium [191] y en la inflamacion.
Otro estudio reciente apoya el papel protector de la bLf contra la infeccion por Salmonella
asociado con la gravedad y el grado de inflamacién en los ratones infectados con S.
typhimurium [27]. La contribucién actual sienta las bases para futuros estudios que podrian
proporcionar pruebas mas concretas acerca de la importancia de los anticuerpos frente a otros
factores en la disminucion de la carga bacteriana tras el tratamiento con Lf, asi como los
mecanismos involucrados con cada uno de estos factores, incluyendo posibles efectos
terapéuticos o profilacticos del tratamiento con Lf.

En conclusién, la menor mortalidad y la disminucién de los niveles de bacterias que
acompafd a la administracién de la bLf en ratones infectados podrian haber sido causadas por
su actividad antibacteriana y / o por su efecto inmuno-modulador sobre las células inmuno-
competentes del PP y el bazo, el ultimo de los cuales esta involucrado en la produccién local y
sistémica de anticuerpos generados en el transcurso de la invasion de S. typhimurium. Los
efectos sustantivos de la bLf sobre la respuesta inmune humoral intestinal y sistémica del
organismo para controlar la infecciébn por S. typhimurium, deben explorarse para evaluar la
posibilidad de emplear esta proteina como un agente terapéutico o inmunomodulador en las
infecciones causadas por cepas de S. typhimurium que son multi-resistentes a los antibiéticos.
Adicionalmente, los resultados obtenidos en el presente trabajo pueden ser un referente a otros

estudios sobre la infeccidn sistémica causada por S. typhi en humanos.
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VII. CONCLUSIONES

Se puede afirmar los objetivos especificos relativos a evaluar en ratones infectados por via
intragastrica con S. typhimurium se alcanzaron debido a que:

1. La bLf redujo significativamente la eliminacion bacteriana intestinal de S. typhimurium en
heces y liquido intestinal

2. La bLf redujo significativamente la colonizacion bacteriana de S. typhimurium en placas de
Peyer, higado y bazo

3. La bLf incrmento significativamente la produccion total de IgG e IgM en suero e IgA en liquido
intestinal

4. La bLf increment6 significativamente la produccién de 1gG e IgM en suero y de IgA en liquido
intestinal, contra las proteinas de superficie de S. typhimurium y contra bLf.

Se pudo ver que soélo en los primeros 15 dias post-infecciébn hubo una relacion entre la
reduccion de la cuenta bacteriana de S. tyhpimurium a nivel intestinal y sistémico y el aumento
de anticuerpos. Posteriormente hubo una reduccion de la carga bacteriana que no tuvo relacién
con el aumento sostenido de anticuerpos debido al proceso natural de eliminacién bacteriana
del hospedero murino.

VIll. PERSPECTIVAS

Algunos aspectos importantes de evaluar de acuerdo a los resultados son:

-Estimar la dosis antibacteriana minima de bLf capaz de estimular la produccién de anticuerpos
asociada con la reduccion de la carga bacteriana en ratones tratados con diferentes dosis de
bLf e infectados con S. typhimurium.

-Realizar experimentos de transferencia pasiva de suero obtenido de ratones donadores
tratados con bLf e infectados con S. typhimurium a ratones receptores retados con S.
typhimurium para explorar in vivo el efecto sustantivo de los anticuerpos en la resistencia hacia

la infeccion causada por este patégeno.
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- Alternativamente, explorar el efecto protector de los anticuerpos en ratones infectados
oralmente con S._typhimurium opsonizada con anticuerpos (presentes en suero o en liquido
intestinal) provenientes de ratones donadores tratados con bLf e infectados con S. typhimurium

-Estimar los efectos profilactico y terapéutico de la bLf antes o después, respectivamente, de
infectar a los ratones Balb/c por via intragastrica con S. typhimurium

- Otros ensayos que podrian explorar el efecto de la bLf sobre la relacién entre la reduccion de
la carga bacteriana y el incremento de anticuerpos obtenida en este estudio podria ser evaluar
la generacion de células formadoras de anticuerpos e interleucinas por ELISPOT, citometria de
fujoy RT-PCR

-Este tipo de estudio podria ser util para estimar los efectos principales de la bLf como agente
antibacteriano e inmunodulador en infecciones causadas por cepas de_S. typhimurium multi-

resistentes a antibiéticos.
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X. Figuras
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Figura 1. Disefio experimental: ratones Balb/c fueron tratados con lactoferrina bovina (bLf) e
infectados con S. typhimurium. Dos grupos cada uno con 15 ratones fueron tratados por 7dias
con 5 6 100 mg de bLf. En el dia 7 de tratamiento con bLf, los ratones fueron infectados por via
intragastrica con una dosis subletal de 10* UFC de S. typhimurium. Un grupo de 15 ratones
tratado con solucion salina estéril e infectado con 10* UFC de S. typhimurium fue incluido como
grupo control infectado. De los dias 1 al 21 post-infeccion, se llevaron a cabo tanto el
tratamiento de los ratones con la bLf (0 solucion salina estéril) como la recoleccién diaria de
materia fecal. Cinco ratones de cada grupo se sacrificaron en los dias 7, 14 6 21 después de la
infeccién con el fin de recolectar muestras de suero, liquido intestinal, bazo e higado. Ademas,
tres grupos de 15 ratones no infectados tratados por 7, 14 o 21 dias con 5 6 100 mg de bLf, o

con solucién salina estéril, se incluyeron como grupos control.
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Figura 2 Grado de sobrevivencia tras la infeccion intragéstrica de ratones con una dosis letal de

10® UFC de S. typhimurium. Durante 21 dias dos grupos de 10 animales cada uno fueron

tratados por via oral con dosis diferentes de bLf (5 6 100 mg) y el grupo control recibi6é solucion

salina estéril. En el dia 7 post-tratamiento con bLf (0 solucién salina estéril), todos los ratones

se infectaron por via intragéstrica con una dosis letal de 10° unidades formadoras de colonias

(UFC) de S. typhimurium. La mortalidad se registr6 diariamente durante los 14 dias post-

infeccion. La DLsy con 10° UFC de este patdgeno administrada por via oral en ratones Balb /C

14028 ha sido descrita previamente [200].
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Figura 3 Eliminacién bacteriana medida en UFC / g de heces de los ratones tratados con bLf e
infectadas con S. typhimurium. Tres grupos de 15 ratones cada uno, fueron tratados por via oral
con bLf (5 6 100 mg) o con solucion salina estéril (grupo control infectado) durante 7 dias.
Todos los ratones fueron entonces infectados por via intragastrica con una dosis subletal de 10*
UFC de S. typhimurium. A partir de entonces, la administracién de bLfy la cosecha de heces se
llevaron a cabo durante 7, 14 o 21 dias post-infeccion. Los datos (UFC / g heces) se expresan
como la media + error estandar de 15 ratones (7 dias post-infeccion), 10 ratones (14 dias post-
infeccion) 6 5 ratones (21 dias post-infeccion) por grupo. Eliminacion fecal en UFC / g en heces
de los diasl a 14 post-infeccion, o de los dias15 a 21 post-infeccion se representan en el panel
(A) y (B), respectivamente. Diferencias significativas (P <0,05) en relacion con el grupo control

infectado (*) o entre los grupos tratados con bLf (**).
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Figura 4. Carga bacteriana en las secreciones intestinales y la colonizacién bacteriana de PP
en los ratones tratados con bLf e infectados con S. typhimurium. Tres grupos de 15 ratones
cada uno, fueron tratados por via oral con bLf (5 6 100 mg) o solucién salina estéril (grupo
control infectado), y subletalmente infectados con S. typhimurium, de acuerdo con el disefio
experimental descrito en la Fig. 1. Cinco ratones de cada grupo fueron sacrificados para
recoger las secreciones intestinales y las PP en los dias 7, 14 y 21 post-infeccion. La carga
bacteriana fue reportada como UFC / ml de secreciones intestinales (A) y la colonizacion
bacteriana se reporté en UFC / g de PP (B). Los datos se expresan como media + desviacion
estandar de los resultados de 5 ratones por grupo en los dias 7, 14 y 21 post-infeccion.
Diferencias significativas (P <0,05) en relacién con el grupo control infectado (*) o entre los

grupos tratados con bLf (**).
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Figura 5 Translocacién bacteriana hacia el higado y el bazo de los ratones tratados con bLf e
infectadas con S. typhimurium. Tres grupos de 15 animales cada uno fueron tratados por via
oral con bLf (5 6 100 mg) o una solucién salina estéril, y subletalmente infectados con S.
typhimurium. Cinco ratones de cada grupo fueron sacrificados para obtener muestras de higado
y bazo en los dias 7, 14 y 21 post-infeccién. La translocacion bacteriana en el higado (A) y bazo
(B) se expres6 como UFC / g de tejido. Los datos se expresan como media + desviacion
estandar de los resultados de 5 ratones por grupo en los dias 7, 14 y 21 post-infeccion.

Diferencias significativas (P <0,05) en relacion con el grupo control infectado (*).
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Figura 6. Niveles totales de anticuerpos IgA en las secreciones intestinales e IgG e IgM en
suero de todos los grupos de ratones. Tres grupos de 15 ratones no infectados fueron tratados
por via oral diariamente con bLF (5 6 100 mg) o con una solucién salina estéril durante 7, 14 6
21 dias. Otros tres grupos de 15 ratones fueron tratados 7 dias con bLf (5 6 100 mg) o con
salina estéril antes de ser subletalmente infectados con S. typhimurium. El tratamiento con bLf o
salina continud 21 dias post-infeccién. Cinco ratones de cada grupo se sacrificaron en los dias
7, 14 o 21 post-tratamiento con bLf o post-infeccion por S. typhimurium para recoger las
secreciones intestinales y suero. IgA total en las secreciones intestinales no infectados (A) y de
ratones infectados (B), 1gG total de suero de ratones no infectados (C) y de ratones infectados
(D), e IgM total en el suero de ratones no infectados (E) y de los ratones infectados (F) se
muestran en ug por ml. Las barras de datos expresan la media + desviacion estandar de los
resultados de 5 ratones por grupo en los dias 7, 14 y 21 post-tratamiento con bLf o post-
infeccién. Diferencias significativas (P <0,05) en relacion con el grupo control no infectado (1),

con el grupo control infectado (*), o entre los grupos tratados con bLf (**).
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Figura 7. Niveles de IgA, 1gG e IgM contra las proteinas de superficie de S. typhimurium en las
secreciones intestinales y suero de todos los grupos de ratones. Tres grupos de 15 ratones no
infectados fueron diariamente tratados via oral con bLf (5 6 100 mg) o una solucién salina
estéril durante 7, 14 6 21 dias. Otros tres grupos de 15 ratones fueron tratados 7 dias con bLf (5
6 100 mg) o con salina estéril antes de ser subletalmente infectados con S. typhimurium. El
tratamiento con bLf o salina continué 21 dias post-infeccién. Cinco ratones de cada grupo
fueron sacrificados en el dia 7, 14 o 21 post-tratamiento con bLf o post-infeccién por S.
typhimurium para recoger las secreciones intestinales y suero. Las barras de datos expresan la
media + SD de los valores de absorbancia medida a 490 nm de las muestras de 5 ratones por
grupo. IgA contra las proteinas de la superficie de Salmonella en las secreciones intestinales de
ratones no infectados (A) y los ratones infectados (B), IgG contra las proteinas de superficie de
Salmonella en el suero de ratones no infectados (C) y de los ratones infectados (D), e IgM
contra las proteinas de la superficie de Salmonella en el suero de ratones no infectados (E) e
infectados (F). Diferencias significativas (P <0,05) en relacién con el grupo control no infectado

(%), con el grupo control infectado (*), o entre los grupos tratados con bLf (**).
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Figura 8. Niveles de IgA, IgG e IgM contra bLf en las secreciones intestinales y suero de todos
los grupos de ratones. Tres grupos de 15 ratones no infectados fueron tratados por via oral
diariamente con bLf (5 6 100 mg) o una solucién salina estéril de 7, 14 6 21 dias. Otros tres
grupos de 15 ratones fueron tratados 7 dias con bLf (5 6 100 mg) o con salina estéril antes de
ser subletalmente infectados con S. typhimurium. El tratamiento con bLf o salina contintio 21
dias post-infeccion. Cinco ratones de cada grupo se sacrificaron en los dias 7, 14 o 21 post-
tratamiento con bLf o post-infeccion por S. typhimurium para recoger las secreciones
intestinales y suero. Las barras de datos expresan la media + desviacién estandar de los
valores de absorbancia medida a 490 nm de las muestras de 5 ratones por grupo. IgA contra
bLf en las secreciones intestinales de ratones no infectados (A) y los ratones infectados (B), IgG
contra bLf en suero de ratones no infectados (C) y de ratones infectados (D), e IgM contra bLf
de suero de ratones no infectados (E) de ratones infectados (F). Diferencias significativas (P
<0,05) en relacién con el grupo control no infectado (1), al grupo control infectado (*), o entre los

grupos tratados con bLf (**).
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