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Resumen

El ndcleo supraquiasmatico del hipotalamo es una estructura cerebral encargada
de coordinar los ritmos circadianos en los mamiferos. Este coordina los ritmos a
través de la comunicacion neural y humoral que mantiene con la mayoria de los
tejidos del cuerpo. De esta manera, el organismo presenta fluctuaciones en su
conducta y en distintas variables fisioldgicas como la glicemia, la concentracién de
hormonas en sangre o la temperatura corporal. Ademas, muchas de las funciones
del sistema inmune también flucttan de manera circadiana; y el nucleo
supraquiasmatico; en su papel de reloj central, parece tener la capacidad de
modular la respuesta inmune ante antigenos circulantes como el lipopolisacarido
dependiendo de la hora del dia. Por otro lado, Salmonella typhimurium es un
patdgeno gastrointestinal del alta importancia epidemiolégica que invade el epitelio
intestinal y posteriormente a diversos 6rganos como el higado y bazo. Se ha
reportado que la infeccion por Salmonella en ratones se desarrolla de manera
diferente dependiendo de la hora de inoculacién, sin embargo, no es claro si el
sistema nervioso y especificamente el nucleo supraquiasmatico, tienen alguna
importancia en modular estas diferencias. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue identificar si la infeccion por Salmonella en ratas presenta diferencias
circadianas y si el nucleo supraquiasmatico esta involucrado en mediar estas
diferencias. Para ello, se inocularon ratas Wistar macho con Salmonella
typhimurium en dos puntos temporales, al inicio de la fase de descanso y al inicio
de la fase de actividad del animal. Después de 24, 60 y 72 horas de infeccién, se
tomaron distintos tejidos para cuantificar la cantidad de Salmonella asi como los
niveles de la citocina proinflamatoria TNF alfa. De igual manera, se midi6 la
actividad de diversos nucleos cerebrales involucrados en la transmision de
informacion inmune hacia el cerebro a través de inmunohistoquimicas para el

marcador de actividad c-fos. Se observo que las ratas que fueron inoculadas en
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la fase de descanso tuvieron menor cantidad de Salmonella recuperada del
intestino con respecto a las ratas inoculadas en la fase de actividad después de 72
de la inoculacién. Dicha diferencia fue dependiente de la hora de inoculacion y no
de la hora de sacrificio, y estuvo relacionada con una diferencia en la produccion
de TNF alfa ante la bacteria, siendo ésta mayor durante la fase en la que se
observé menor recuperacion de Salmonella. Tras analizar la actividad neuronal del
nucleo supraquiasmatico y otros nucleos involucrados en la transmisiéon de
informacion hacia el cerebro como el nucleo del tracto solitario, no se observaron
diferencias entre los individuos infectados y sus respectivos controles, por lo que
las diferencias circadianas observadas en este estudio parecen estar mediadas
unicamente a nivel local. Asimismo, el modelo de infeccion utilizado indujo baja
invasion bacteriana, resultando poco eficiente para estudiar la interaccion
intestino-cerebro, por lo que es necesario realizar mas estudios que aborden la

comunicacion intestino-cerebro en un contexto circadiano.
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1. El nucleo supraquiasmatico y el sistema circadiano.

Los ritmos circadianos son importantes en la fisiologia de los seres vivos.

Los organismos vivos, desde bacterias hasta mamiferos, se encuentran sujetos a
un ciclo de luz-oscuridad dado por la rotacion de la Tierra, por lo que han
desarrollado un sistema que les permite sincronizar su fisiologia y comportamiento
de acuerdo a este ciclo, este sistema es denominado sistema circadiano. De esta
manera, la mayoria de los mamiferos presentan ritmos en diversas funciones
como la temperatura corporal, el ciclo suefo-vigilia, la concentracién de ciertas
hormonas, etc. El funcionamiento adecuado del sistema circadiano permite que el
organismo anticipe variaciones en sus funciones fisioldégicas en el horario mas
conveniente. Los mamiferos, por ejemplo, presentan un aumento en la glicemia al
inicio de su periodo de actividad que les permite realizar sus actividades

adecuadamente.

El nacleo supraquiasmatico: el reloj central.

En los mamiferos, la fisiologia circadiana se encuentra coordinada por el cerebro,
especificamente por el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo. Este nucleo ha
sido identificado desde hace tiempo como el reloj central debido a que su lesién
induce la pérdida de los ritmos de la actividad locomotora y de algunas hormonas
como la corticosterona (Stephan & Zucker 1972; Moore & Eichler 1972). El nucleo
supraquiasmatico es un nucleo bilateral que se encuentra en la base del
hipotalamo, de manera dorsal al quiasma O6ptico. Este nucleo consta de dos
poblaciones neuronales principalmente, la primera expresa péptido vasoactivo
intestinal (VIP) como neurotransmisor y se encuentra en la parte ventral del
nucleo. Esta poblacion neuronal recibe informacion de la retina a través del tracto

retinohipotalamico y por lo tanto es capaz de responder a estimulos féticos. La
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segunda poblacion neuronal se encuentra en la parte medial del nucleo y consta
de neuronas que expresan arginina vasopresina (AVP) como neurotransmisor. Las
neuronas AVP reciben proyecciones de las neuronas VIP y tienen, a su vez,
proyecciones hacia distintas areas del hipotalamo que controlan diversas
funciones fisiologicas (Abrahamson & Moore 2001; Moore 2013). Esta
organizacion neuronal situa al nucleo supraquiasmatico en una posicion ideal para
regular la homeostasis de manera circadiana, ya que es capaz de recibir
informacion fética y coordinar las funciones reguladas por el hipotalamo de

acuerdo al ciclo luz-oscuridad (Buijs et al. 2013)

La actividad ritmica de las neuronas del nucleo supraquiasmatico esta dada
por un reloj molecular.

Ademas de la capacidad que tiene el nucleo supraquiasmatico para recibir
informacion fotica, las neuronas del nucleo supraquiasmatico presentan ritmos
autébnomos en su actividad eléctrica. Estos ritmos enddgenos estan dados por el
reloj molecular, que consiste de un asa de retroalimentacion de expresion y
represion génica, formada principalmente por las proteinas CLOCK, BMAL1, Cry y
Per (Figura 1). CLOCK y BMAL1 forman un dimero que se une a la caja “E” para
promover la expresion de per y cry. Después de su traduccion, PER y CRY
desestabilizan al complejo CLOCK/BMAL1 de modo que inhiben su propia
transcripcion. Con el tiempo, PER y CRY se van degradando y el ciclo comienza
de nuevo, completando una vuelta en aproximadamente 24 horas (Bechtold et al.
2010; Colwell 2011; Hastings et al. 2014). Con este reloj molecular, el nucleo
supraquiasmatico puede generar ritmos autonomos, de modo que si el organismo
se encuentra en oscuridad total, el ritmo de aproximadamente 24 horas se
mantiene, fendmeno conocido como ’libre corrimiento”. Aunado a esto, las
neuronas del nucleo supraquiasmatico se sincronizan al ciclo luz-oscuridad debido
a su conexion con la retina, como se describié anteriormente. De esta manera, la

luz funciona como un importante sincronizador o zeitgeber (ZT) en la fisiologia

10
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circadiana de los organismos. Cabe mencionar que ademas de la luz, existen
diversos estimulos que también pueden fungir como sincronizadores de la

fisiologia circadiana, como la alimentacion o la conducta social.

Proteins dimerize

“\

Degradation

V[ Perand Cry .PER and CRY
== genes proteins

%

Per and Cry mRNA

Figura 1. Reloj molecular. Las proteinas CLOCK y BMAL1 forman un dimero que se une a
la caja E para promover la transcripcion de los genes Per y Cry. Estos, al traducirse, se
dimerizan y desestabilizan al complejo CLOCK/BMAL, de este modo inhibiendo su propia
transcripciéon. PER y CRY se degradan con el tiempo, de modo que CLOCK y BMAL
inician el ciclo de nuevo. Este ciclo es denominado “reloj molecular” y dura

aproximadamente 24 horas. Tomado de Colwell 2011.

El nacleo supraquiasmatico tiene conexiones con diversas areas del
hipotalamo.

El hipotalamo se encuentra situado en la base del cerebro y tiene un papel en la
regulacion de la mayoria de las funciones fisiolégicas, como la temperatura
corporal, el sueno, la conducta alimentaria, la secrecién de hormonas, etc. Como
se menciond anteriormente, el nucleo supraquiasmatico se comunica con diversos

nucleos del hipotalamo como el nucleo paraventricular el nucleo dorsomedial, el

11
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nucleo supraoptico, el nucleo arqueado, etc. Esto lo situa en una posicion ideal
para regular la fisiologia de manera circadiana (Buijs et al. 2013; Kalsbeek et al.
2006). Existen principalmente dos vias por las que el hipotalamo y el nucleo
supraquiasmatico pueden coordinar los ritmos circadianos: la via neural y la via
humoral. A través de estas dos vias, el nucleo supraquiasmatico es capaz de
intercambiar informacién con la periferia e integrarla, produciendo la ritmicidad

biolégica de los organismos (Figura 2).

El hipotalamo se comunica con la periferia a través de la via neural.

En relacién con la via neural, las aferentes espinales y vagales comunican la
informacion sobre el estado de los érganos al cerebro a través de distintos relevos
como los ganglios de raiz dorsal (aferentes espinales) o el ganglio nodoso
(aferentes vagales). La informacién de las aferentes llega al hipotalamo
principalmente a través del nucleo del tracto solitario (NTS) en el tallo cerebral,
que funciona como una importante entrada de informacion sensorial al cerebro. El
nucleo del tracto solitario puede enviar informacion a varios sitios del hipotalamo
incluyendo el nucleo supraquiasmatico. El hipotalamo se encarga de integrar la
informacion y después enviar la informacion de salida al cuerpo de nuevo. Por otro
lado, el principal sitio de salida de informacion del hipotalamo es el nucleo
paraventricular (PVN), que tiene proyecciones hacia el nucleo dorsomotor del vago
(DMV) y la columna intermediolateral de la médula espinal (IML), por donde se da
la salida de la informacion autondmica (parasimpatica y simpatica,
respectivamente) hacia los o6rganos. Cabe mencionar que el nucleo
supraquiasmatico, a través del nucleo paraventricular, también proyecta hacia las
entradas sensoriales del cerebro (nucleo del tracto solitario y cuerno dorsal de la
médula espinal). De esta manera, es capaz de modular la informacion sensorial
dependiendo de la hora del dia (Buijs & Kalsbeek 2001).

El hipotalamo se comunica con la periferia a través de la via humoral

12
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El nucleo supraquiasmatico también puede comunicarse con el resto del cuerpo a
través de la via humoral. Para ello, los 6rganos circunventriculares (sitios donde la
barrera hematoencefalica es mas laxa) detectan diversas moléculas presentes en
la sangre circulante y comunican esta informacion a diversas areas del
hipotalamo. En relacion con la salida humoral de la informacion, el nucleo
paraventricular tiene proyecciones hacia centros de control hormonal como la
hipdfisis, por lo que los ritmos hormonales (por ejemplo, el ritmo de corticosterona)
también se encuentran coordinados por el hipotdlamo y el nucleo

supraquiasmatico (Buijs & Kalsbeek 2001; Dibner et al. 2010).

Con base en lo anterior, se puede afirmar que el nucleo supraquiasmatico recibe
informacion de distintos sistemas y, en respuesta a ésta, ajusta al organismo de
acuerdo al estado fisiolégico y ambiental del animal. De este modo, cualquier
cambio importante en la fisiologia del organismo debera ser eventualmente
transmitido al nucleo supraquiasmatico para reajustar tanto el input como el output
desde y hacia los érganos. Un claro ejemplo de esto es la regulacion de la

temperatura, que se describira a posteriormente.

13
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Figura 2. El nucleo supraquiasmatico como reloj maestro. El nucleo supraquiasmatico
(SCN) se encuentra en la base del hipotdlamo y es capaz de recibir informacién de la
periferia a través de una via neural o humoral. La informacién parasimpatica llega hasta
del nacleo del tracto solitario (NTS) de donde es transmitida hacia el hipotalamo utilizando
al nucleo parabraquial (PBN) como relevo. La informacién simpatica es transmitida al asta
dorsal de la médula espinal (nivel | y V) de donde es transmitida igualmente hacia el
hipotalamo. A su vez, el nucleo supraquiasmatico tiene proyecciones hacia el nucleo
paraventricular del hipotalamo, que regula la actividad parasimpatica a través del nucleo
dorsomotor del vago (DMV) o la actividad simpatica a través de la columna
intermediolateral de la médula espinal (IML). Asimismo, el nucleo supraquiasmatico, a
través del PVN, puede regular la secrecion de hormonas por la glandula pituitaria. De este
modo, el nucleo supraquiasmatico puede tiene un papel clave en el control de las
fluctuaciones circadianas de hormonas como la corticosterona, la hormona luteinizante y

la melatonina. Tomado de (Buijs & Kalsbeek 2001).

14
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El cerebro impone ritmo a los osciladores periféricos.

A través de las conexiones previamente descritas, el cerebro puede sincronizar los
ritmos circadianos del organismo como las fluctuaciones hormonales, el ritmo de
temperatura o el ciclo suefo-vigilia. Ademas, la mayoria de los tejidos poseen su
propio reloj molecular de manera que cada tejido pueda regular su fisiologia
circadiana de manera tejido-especifica. Los componentes del reloj molecular de
los osciladores periféricos son capaces de sincronizar muchas funciones celulares
a través de los genes controlados por el reloj, asimismo, este ciclo puede ser
modulado por otras proteinas a través de diversas cascadas de sefializacion
(Golombek & Rosenstein 2010). Por lo tanto, el funcionamiento adecuado del
sistema circadiano se logra a través de la coordinacion de los diferentes tejidos,

organos y sistemas, donde el reloj central funciona como sincronizador maestro.

El control circadiano de la temperatura: un ejemplo de la regulacion de la

homeostasis por el hipotalamo y el nucleo supraquiasmatico.

Uno de los parametros que claramente varia de manera circadiana en los
mamiferos es la temperatura basal. Esta se encuentra alta durante el periodo de
actividad del animal y baja durante su periodo de descanso. El nucleo
supraquiasmatico, en su papel de reloj central, regula estas variaciones
circadianas en la temperatura utilizando sus conexiones con el area preoptica del
hipotalamo. El area preoptica se ha identificado como el principal regulador de la
temperatura corporal. Este, a través de las vias sensoriales anteriormente
descritas, detecta la temperatura corporal, integra la informacion vy, utilizando las
vias de salida descritas, promueve mecanismos como la vasoconstriccion o
vasodilatacion para aumentar o disminuir la temperatura segun se necesite
(Clapham 2012). El nucleo supraquiasmatico tiene conexiones con el area
predptica a través de las neuronas que utilizan como neurotransmisor a la
vasopresina. En la rata, las neuronas vasopresinérgicas del nucleo

supraquiasmatico se encuentran activas durante el dia y liberan una gran cantidad

15
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de vasopresina hacia el area preoptica, induciendo una disminucion en la
temperatura basal. En la noche, estas neuronas vasopresinérgicas del nucleo
supraquiasmatico tienen una menor actividad al no ser estimuladas por la luz, por
lo que no liberan la misma cantidad de vasopresina hacia el area predptica y por lo
tanto la temperatura basal aumenta (Guzman-Ruiz et al. 2015). Por otro lado, la
lesion del nucleo supraquiasmatico previene las fluctuaciones circadianas en la
temperatura, lo que corrobora su importancia en la modulacion de la temperatura
de acuerdo al ciclo luz-oscuridad (Scheer et al. 2005).

La temperatura corporal también puede modificarse ante condiciones como
infeccion bacteriana. A pesar de que aun no se han investigado con gran detalle
los mecanismos subyacentes, hay evidencia para creer que el nucleo
supraquiasmatico ejerce una influencia en los cambios en la temperatura ante la
endotoxemia. La administracion intravenosa de LPS (una endotoxina proveniente
de la pared celular de las bacterias Gram-negativas) en ratas puede inducir un
aumento o una disminucion en la temperatura dependiendo de la hora a la que se
administre. Si la endotoxina se administra en el dia, se observa una clasica
respuesta de hipertermia, mientras que si se administra en la noche, la
temperatura disminuye (Guerrero-Vargas et al. 2014). Ademas, si se lesiona al
nucleo supraquiasmatico, la administracion de LPS induce una hipertermia aun
mayor. Estos datos corroboran la importancia del nucleo supraquiasmatico en la
modulacién de la temperatura ante un reto inmune como LPS, aunque es

necesario realizar mas estudios para esclarecer mejor su papel.

La desincronizacion entre los diversos niveles de regulacion del sistema
circadiano produce enfermedad.

La importancia de estudiar los ritmos circadianos radica en que su alteracion
parece tener un efecto importante en la salud. Por ejemplo, las alteraciones en los
ritmos circadianos producidas por los viajes aéreos transmeridionales pueden
inducir en las personas malestar general, irritabilidad y depresion, afeccion
conocida como jet lag. Estos problemas se pueden dar de manera transitoria
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(dependiendo del numero de husos horarios que se hayan cruzado) o pueden
complicarse mas si las personas viajan de manera recurrente (Salgado-Delgado et
al. 2009). Ademas, los trabajadores nocturnos, cuyos horarios de actividad y
alimentaciéon estan desfasados del ciclo luz-oscuridad, son mas propensos a
presentar diversas enfermedades como sindrome metabdlico, cancer o trastornos
gastrointestinales (Knutsson 2003). Se propone que estos padecimientos se dan
como consecuencia de una desincronizacion entre las sefales recibidas del
entorno (como la luz) y las sefales internas (como las sefiales metabdlicas en
respuesta a la alimentacion) (Salgado-Delgado et al. 2009; Moran-Ramos et al.
2016; Buijs et al. 2006).

Ritmos circadianos en los mamiferos: la rata como modelo de estudio.

Para estudiar la fisiologia circadiana en mamiferos, han utilizado diferentes
modelos animales como los roedores. Estos presentan las ventajas de que son de
facil cuidado y manejo, ademas de tener muchas similitudes con el humano
(lannaccone & Jacob 2009) . En cuanto a su conducta durante el ciclo circadiano,
los roedores son animales nocturnos, a diferencia del humano y algunos otros
mamiferos. Eso se refiere a que presentan su periodo de mayor actividad
locomotora y alimentacion en la fase de oscuridad. A pesar de ello, tanto en los
animales nocturnos como los diurnos, el periodo de actividad locomotora vy
alimentacion coincide con un estado anabdlico y termogénico, mientras que el
periodo de descanso coincide con un estado de baja actividad metabdlica y
termogénesis (Kumar Jha et al. 2015). De esta manera, es posible realizar
comparaciones de la fisiologia circadiana de la rata con la del ser humano si se
toma como referencia la fase de actividad en lugar de la fase de luz. Por lo tanto,
al ser un organismo ampliamente estudiado debido a las ventajas que presenta su
estudio, la rata puede ser un buen modelo para elucidar los mecanismos detras de
los ritmos circadianos si se toman en cuenta las consideraciones anteriores. Este

trabajo, por lo tanto, se enfocara a la fisiologia circadiana de la rata.

17




Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Universidad Nacional Autbnoma de México

Interacciones entre el intestino y el cerebro durante una infeccién por Salmonella

2. El sistema circadiano y el sistema inmune

El sistema circadiano interactua con el sistema inmune.

Como se describioé anteriormente, la respuesta ante una endotoxina como el LPS
puede ser diferente dependiendo de la hora de administracién, lo que sugiere una
interaccion entre el sistema inmune y el sistema circadiano. En los ultimos afios se
ha realizado mucha investigacion abordando esta tematica. Se ha observado que
diversos componentes del sistema inmune como la cantidad de citocinas en
sangre (Nakao 2014), el reclutamiento de los linfocitos a los tejidos (Scheiermann
et al. 2012) o la actividad fagocitica de los macréfagos (Oliva-Ramirez et al. 2014),
flucttian de manera circadiana. De manera general, se propone que la respuesta
inmune varia de modo que el individuo esté mejor preparado para encontrarse
con un agente patdégeno en el periodo en el que tiene mayor probabilidad de
encontrarse con él, es decir, al inicio del periodo de actividad (Curtis et al. 2014).
Sin embargo, muchos datos experimentales como la cantidad de linfocitos
circulantes (que es mayor durante el periodo de descanso con respecto al periodo
de actividad) no coinciden con esta hipétesis (Cermakian et al. 2013), por lo que

es necesario realizar mas investigacion en esta area.

La regulacién circadiana del sistema inmune se da a distintos niveles

Como se mencioné anteriormente, los ritmos circadianos se encuentran regulados
a varios niveles y lo mismo sucede en el sistema inmune. Algunas células inmunes
circulantes como los monocitos o las células B poseen un reloj molecular
funcional al que se le atribuyen las fluctuaciones ritmicas en sus funciones
celulares. Por ejemplo, se ha observado que los niveles en circulacion de
monocitos LyGChi, que funcionan como la primera linea de defensa ante el
patdégeno L. monocytogenes varian de manera circadiana, lo que repercute en la
eliminacién de la bacteria. De esta manera, el reclutamiento de monocitos al tejido,

y por lo tanto la eliminacion de la bacteria, son mayores si se inocula a los
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animales en la tarde que si se inoculan en la mafana. Si se depleta a los
monocitos de la proteina BMAL1, componente del reloj molecular, la fluctuacion
circadiana en cantidad de monocitos asi como su reclutamiento a los tejidos se
pierde. Esto sucede mediante un mecanismo que involucra la represion directa por
BMAL1 del gen CCI2, que codifica para un factor quimiotactico de monocitos
(Nguyen et al. 2013). De este modo, el reloj molecular de los monocitos tiene una

influencia directa en la eliminacion de la bacteria L. monocytogenes.

Por otro lado, se han descrito que algunas hormonas que fluctian de manera
circadiana como la melatonina o la corticosterona son capaces de influir
directamente en la respuesta inmune a través de distintos mecanismos (Srinivasan
et al. 2012; Chrousos 1995). Por ejemplo, se ha reportado que administrar
melatonina a ciertos cultivos bacterianos puede inhibir su crecimiento, y que la
administraciéon de melatonina a pacientes con sepsis puede mejorar sus sintomas
(Srinivasan et al. 2012). Sin embargo, no existen reportes de que las
concentraciones enddégenas de melatonina que se observan a lo largo del ciclo

circadiano puedan tener un efecto importante en la inflamacion.

La respuesta inmune puede estar reguladas directamente por el cerebro.

Ademas de los mecanismos celulares y humorales descritos, la respuesta inmune
también puede estar regulada directamente por el sistema nervioso. Por ejemplo,
se ha observado que la migracion de los linfocitos hacia los tejidos se encuentra
regulada de manera circadiana a través de la inervacion noradrenérgica. De esta
manera, al inicio de la fase de actividad, donde hay una mayor actividad del
sistema simpatico, se libera una mayor cantidad de noradrenalina hacia algunos
tejidos como el musculo esquelético o la médula 6sea. Esto promueve la
expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1, de modo que en este
momento del dia existe una mayor migracién de los linfocitos hacia este tejido

(Scheiermann et al. 2012). De esta manera, el cerebro, y en especial el nucleo
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supraquiasmatico, podrian tener un papel importante en la modulacion de la
respuesta inmune a través de la inervacion simpatica o parasimpatica de los

tejidos encargados de montar esta respuesta.

El nucleo supraquiasmatico participa en la modulacion circadiana de la

respuesta inmune.

Con relacion lo anterior, se han realizado algunos estudios en los que se analizo
la actividad neuronal del nucleo supraquiasmatico después de un reto con
lipopolisacarido (LPS) intravenoso. Cabe destacar que la actividad normal del
nucleo supraquiasmatico es alta durante el dia y baja durante la noche. En los
estudios mencionados, se observd que la administracion de LPS a ratas o ratones
durante su periodo de actividad esta relacionado con un incremento en la actividad
del nucleo supraquiasmatico; mientras que si se administra esta endotoxina en el
periodo de descanso, la actividad del nucleo no cambia (Guerrero-Vargas et al.
2014; Paladino et al. 2014). Ademas, al lesionar el nucleo supraquiasmatico se
observa una respuesta inmune exacerbada (mayor produccion de citocinas) ante
un reto con LPS (Guerrero-Vargas et al. 2014). Estos datos sugieren que el nucleo
supraquiasmatico tiene un papel importante en detectar y modular una respuesta
sistémica ante un reto inmune aunque no es claro el mecanismo por el cual se da
esta modulacion, ni si esto sucede al retar al organismo con otro tipo de estimulo

como una infeccion.

El cerebro puede recibir informacion inmune a través de la via humoral.

Como se describid anteriormente, el nucleo supraquiasmatico es importante en la
modulacion de la respuesta inmune, pero ;como es que el nucleo
supraquiasmatico y el cerebro en general pueden detectar informacion del sistema
inmune? Mediante la via humoral, el cerebro puede detectar la presencia de

citocinas o patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) en la sangre a
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través de los 6rganos circunventriculares (CVOs) como el area postrema (AP), el
organo vascular de la lamina terminal (OVLT) o el érgano subfornical (SFO)
(Figura 3). Los organos circunventriculares contienen receptores para varias
citocinas como TNF-a o IL-6 asi como receptores de reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégenos (PRRs) como el TLR-4 que detecta LPS. Se
cree que una de las funciones de esta deteccion es la modulacion de ciertas
conductas de enfermedad (sickness behavior) asi como de la fiebre inducida por
endotoxemia, de la que se habld anteriormente (Dantzer et al. 2000; Dantzer
2006). Los 6rganos circunventriculares, a su vez, pueden comunicar la informacién
sobre el estado inflamatorio hacia el resto del cerebro a través de conexiones
directas o mediante la produccién local de citocinas que podrian difundir hacia
diversas partes del cerebro incluyendo el hipotalamo (Dantzer 2006). En relacion
con esto, se ha observado que cortes de tejido del nucleo supraquiasmatico, al ser
estimulados in vitro con citocinas, responden con una disminucion de la actividad
eléctrica de las neuronas de este nucleo (Lundkvist et al. 2002; Nygard et al.
2009). No es claro si existe alguna importancia fisiolégica de este hecho, ya que

no se ha reportado si sucede in vivo.

El cerebro puede comunicarse con el sistema inmune a través del sistema

nervioso autonomo.

Por otro lado, la via neural parece tener un papel importante en la regulacién de la
inflamacion. Tracey y colaboradores han observado que la estimulacién eléctrica
del nervio vago es capaz de inducir una respuesta antiinflamatoria (Borovikova et
al. 2000). A partir de esto y otros estudios (Bernik et al. 2002; Wang et al. 2003), se
ha descrito un reflejo antiinflamatorio vagal (Figura 4), en el cual se propone que el
nervio vago es capaz detectar moléculas relacionadas con la inflamacién en la
periferia y activar al ndcleo del tracto solitario. Este, a manera de reflejo, activa el
nucleo dorsomotor del vago de modo que las eferentes vagales sefnalicen, por

ejemplo, a los macrofagos del tejido y se disminuya la produccién de citocinas pro-
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inflamatorias a través de la activacion de los receptores nicotinicos a7 (Tracey
2002). Este reflejo antiinflamatorio se ha investigado principalmente a nivel
sistémico, de manera que el bazo juega un papel importante al detectar la
inflamacion y reducir la liberacion de algunas citocinas proinflamatorias por los
macrofagos. También se ha propuesto que el reflejo podria funcionar a nivel del

intestino (Figura 4), como se describira posteriormente.
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Figura 3. Vias de comunicacion de la informacion inmune hasta el cerebro. a) Via neural.
La informacién del sistema inmune en la periferia puede viajar hacia el cerebro a través
del nervio vago. Este puede detectar moléculas como citocinas o patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) y transmitir esta informacién al nucleo del tracto solitario
(NTS) que se encuentra en el tallo cerebral. Este, a su vez, puede transmitir la
informacion hacia otros sitios del cerebro para poder modular la inflamaciéon como la
médula ventrolateral (VLM), el nucleo parabraquial (PB), la sustancia gris periacueductal
(PAG), el nucleo central de la amigdala (BNST), el nucleo paraventricular del hipotdlamo
(PVN) y el nucleo supradptico (SON). b) Via humoral. Los érganos circunventriculares
como el érgano subfornical (SFO), el 6rgano vascular de la lamina terminal (OVLT), la
eminencia media (ME), el plexo coroideo (CP) y el area postrema (AP) poseen células
similares a los macréfagos que tienen receptores para PAMPs como receptores tipo toll
(TLR). A partir de la deteccion y sefalizacién de estas moléculas, estas células pueden
producir citocinas que difunden y sefalizan hacia el resto del cerebro. Tomado de
(Dantzer et al. 2008).
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Figura 4. La via colinérgica antiinflamatoria. El nervio vago es capaz de sefalizar hacia el
ganglio celiaco utilizando a la acetilcolina (Ach) como neurotransmisor, de modo que el
nervio esplénico se active, liberado norepinefrina (NE) en las terminales del bazo. La
norepinefrina senaliza hacia los receptores [ adrenérgicos de las células T, estimulando
la produccién de acetilcolina que inhibe la produccion de citocinas proinflamatorias por los
macrofagos del bazo. Por otro lado, se propone que esta via podria funcionar en el
intestino a través de la sefalizacion del vago hacia las neuronas entéricas del plexo
mientérico. En este caso, los neurotransmisores entéricos podrian modular la actividad de
los macréfagos o células dendriticas del intestino, de modo que se estimule la produccién
de células T reguladoras y se inhiba la proliferacion de células proinflamatorias como los
linfocitos Th17. Tomado de Matteoli, 2013.
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3. La infeccién por Salmonella para estudiar la interaccién intestino-cerebro
en un contexto circadiano.

Las infecciones bacterianas tienen componentes circadianos.

Como se describié anteriormente, el sistema inmune tiene ritmos circadianos en
algunos de sus componentes de manera basal, lo que podria repercutir en el
desarrollo de infecciones. Ademas de esto, resulta interesante investigar si la
respuesta inmune que se monta ante un patégeno también depende del momento
del ciclo circadiano en el que se infecte a un organismo. Un estudio realizado por
Gibbs et. al. reporta que la respuesta ante el patégeno Streptoccoccus
pneumoniae en ratones es diferente dependiendo de la hora de inoculacion, ya
que si se infecta a los ratones al inicio de la fase de actividad (ZT12) existe una
menor cantidad de bacteria en el pulmon asi como una menor diseminacion de las
bacterias hacia la sangre en comparacion con el inicio de la fase de descanso
(ZTO) después de 48 horas de la inoculacion. Estas diferencias son debidas a un
mayor reclutamiento de neutrdfilos al pulmén durante la fase de actividad, lo que a
su vez esta modulado por las variaciones circadianas de corticosterona (Gibbs et
al. 2014). Estos datos sugieren que la respuesta ante bacterias como S.
pneumoniae es diferente dependiendo de la hora de inoculacién y que esta

respuesta puede estar modulada a diferentes niveles.

La infeccion por Salmonella presenta ritmos circadianos.

Otro estudio reciente, realizado por Bellet et. al. demostré que tras infectar ratones
con Salmonella typhimurium, los ratones presentaban una respuesta inmune
diferente dependiendo de la hora de inoculacion. Se observéd que al infectar a los
ratones en su fase de descanso (ZT4), éstos presentaban una mayor cantidad de
bacteria en el colon, asi como un mayor indice inflamatorio en este tejido con
respecto a los ratones inoculados en su fase de actividad (ZT16). Ademas,

observaron que la produccion de citocinas como TNF-a era mayor al inocular a los
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animales en su fase de descanso con respecto a la fase de actividad, sugiriendo
una inflamacién mayor en este periodo. De manera importante, se demostro
también que las diferencias circadianas en la cantidad de bacteria en el intestino
no eran dependientes de la hora de sacrificio sino unicamente de la hora de
inoculacion, ya que si se sacrificaba al animal en un periodo diferente al periodo
de inoculacion, esta diferencia se mantenia. Estos resultados recalcan la
importancia del sistema circadiano en la respuesta ante la infeccidn por
Salmonella, sin embargo, no es claro si el sistema nervioso tiene un papel en

modular estas diferencias.

El sistema nervioso autonomo puede detectar la respuesta inflamatoria

intestinal.

Como se describié previamente, existe evidencia de que la parte aferente del
reflejo antiinflamatorio vagal podria tener una importancia en la modulacién de la
respuesta inflamatoria intestinal. El intestino es una estructura que se encuentra
ampliamente inervada, tanto por el sistema simpatico como por el parasimpatico
(Costes et al. 2013; Furness 2012). Se han realizado algunos estudios que
sugieren que las aferentes vagales detectan la inflamacion en diferentes modelos
de inflamacion intestinal. Por ejemplo, se ha observado que tras inducir ileo
postoperatorio en ratas (Cailotto et al. 2012) se observa la activacién de diferentes
areas del cerebro como el nucleo del tracto solitario, y que esta activacion se
pierde si se realiza una denervacion intestinal. También se ha observado la
activacion del nucleo del tracto solitario y otras areas cerebrales al inducir
inflamacion gastrointestinal por distintos patégenos, ya sea Campylobacter jejuni
(Gaykema, 2004; Goehler, 2005), Citrobacter rodentium (Lyte et al. 2006) o
Salmonella sp. (Riley et al. 2013) Estos estudios sugieren que el nervio vago es
capaz de detectar la inflamacion intestinal pero no es claro si el reflejo

antiinflamatorio en su parte eferente también es funcional en el intestino.
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La infeccién por Salmonella como modelo para estudiar la respuesta inmune

intestinal.

Salmonella enterica es una bacteria gram-negativa enteropatégena con una gran
relevancia epidemioldgica, causante de enfermedades como gastroenteritis o
fiebre tifoidea. Este patdégeno se transmite por ingestion de agua o alimentos
contaminados y puede infectar a diferentes especies de mamiferos como ratas,
ratones y humanos. Utilizar a Salmonella enterica como modelo de infeccion es util
porque puede producir tanto una infeccidén local (gastroenteritis) como una
infeccion multiorganica dependiendo del tiempo, la cepa inoculada y el hospedero
(Gal-Mor et al. 2014; Santos et al. 2001). Salmonella enterica serovar typhimurium
(en adelante referida como S. typhimurium), la subespecie utilizada en este
estudio, infecta predominantemente a roedores y tiene pocos efectos en la salud

humana, cuestion que resulta conveniente para su trabajo en el laboratorio.

Cinética de infeccion por Salmonella entérica (S. enterica)

S. enterica es capaz de invadir diversos 6rganos del hospedero dependiendo de
diversos factores. En ratas, se ha observado que desde las dos horas después de
la inoculacién oral, S. enterica es capaz de unirse a la mucosa gastrointestinal,
principalmente a los enterocitos del ileon distal, ciego y colon (Havelaar et al.
2001). Posteriormente, comienza su internalizacién hacia la submucosa a través
de los enterocitos o de las células M de las placas de Peyer (Figura 5). Una vez en
la submucosa, es fagocitada por células inmunes como los macréfagos o los
neutréfilos. Los macréfagos juegan un papel importante en la infeccion porque, a
través de distintos factores de virulencia, S. enterica es capaz formar una vacuola
dentro de ellos desde la cual puede reproducirse y evadir la detecciéon por el
sistema inmune. Una vez dentro de los macréfagos, S. enterica puede migrar
hacia los nédulos mesentéricos linfaticos a través del sistema linfatico. En ratas,

se ha reportado que se puede detectar su presencia en nédulos linfaticos entre 1y
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3 dias después de la inoculacion (Rodenburg, Bovee-Oudenhoven, et al. 2007;
Rodenburg, Keijer, et al. 2007; Thygesen et al. 2000). Posteriormente, S. enterica
puede viajar a través de la sangre hacia otros érganos como el bazo o el higado,
donde puede infectar a otras células como los linfocitos B. Algunos reportes
indican que la invasion del bazo se puede detectar entre el primer y tercer dia
después de la inoculacion, mientras que en el higado se ha detectado entre 1y 6
dias después de la inoculacion (Rodenburg, Bovee-Oudenhoven, et al. 2007;
Rodenburg, Keijer, et al. 2007; Thygesen et al. 2000). Una vez que la infeccién es
multiorganica la liberacidon de citocinas en respuesta al patégeno puede

desencadenar eventos como la fiebre.

De esta manera, S. enterica puede provocar desde una gastroenteritis hasta una
infeccion sistémica vy fiebre (fiebre tifoidea), dependiendo del tiempo después de
su ingestidon, de qué tan virulenta sea la cepa y de qué tanta resistencia oponga el
sistema inmune del hospedero (de Jong et al. 2012; Behnsen et al. 2015;
Mastroeni & Grant 2011; Watson & Holden 2010).

Las respuestas del sistema inmune innato ante este patdégeno son inicialmente
dadas por los enterocitos, los macréfagos residentes y las células dendriticas.
Estas detectan algunas moléculas presentes en S. enterica como el LPS, la
flagelina o DNA bacteriano utilizando receptores tipo Toll (como TLR4, TLR5 y
TLR9 respectivamente) y producen algunas citocinas en consecuencia. La
activacion de estos receptores por S. enterica promueve la liberacidon local de
citocinas como IL-1B3, IL-18 e IL-23, que a su vez reclutan a otras células del
sistema inmune como los neutréfilos (principales células del sistema inmune
innato que eliminan a S. enterica) de modo que éstos ayuden a eliminar a la
bacteria (Broz et al. 2012; Behnsen et al. 2015).

De acuerdo a lo descrito previamente, las moléculas producidas por el sistema
inmune desde las etapas tempranas de la infeccion (por ejemplo, citocinas), asi

como las mismas moléculas presentes en S. enterica (por ejemplo, LPS), podrian
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ser detectadas por el sistema nervioso a través de distintas vias. De este modo, el
cerebro y, de manera importante, el nucleo supraquiasmatico, podrian ser capaces

de modular la respuesta del hospedero ante una infeccion con S. enterica.
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Figura 5. Invasiéon de Salmonella y diseminacion hacia los 6rganos. Tras su ingesta oral,
S. entérica llega hasta el epitelio intestinal y se internaliza hacia la submucosa a través de
las células M de las placas de Peyer. Ahi es detectada por las células del sistema inmune
como los macroéfagos y las células dendriticas, quienes secretan citocinas como IL-18 e
IL-1B para atraer a mas células inmunes como los polimorfonucleares (PMNs) para
combatir la infeccion. S. entérica es capaz de residir dentro de algunas de las células
inmunes a través de diversos mecanismos de patogenicidad. Desde la submucosa
también puede viajar por la linfa hasta los ndédulos linfaticos mesentéricos, donde se
reproduce, o migrar hacia la sangre, diseminandose hacia 6érganos como el higado vy el
bazo, donde puede infectar a mas células inmunes. Modificado de Mastroeni & Grant
2011.
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4. Hipétesis
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La invasividad de la infeccién por Salmonella enterica typhimurium en ratas

presenta variaciones circadianas que pueden ser moduladas por el nucleo

supraquiasmatico.

5. Objetivos

* Determinar si la invasividad de Salmonella typhimurium en ratas presenta

diferencias dependiendo de la hora de inoculacion (dia/noche).

* Observar la activacion del nucleo supraquiasmatico y el nucleo de tracto

solitario en respuesta a la infeccidon por Salmonella typhimurium en el dia y

en la noche.

6. Metodologia

Estrategia experimental.

Para determinar si la infeccidon por S. typhimurium en ratas presenta diferencias

circadianas, se realizaron experimentos en los que se inoculé a las ratas con S.

typhimurium en dos puntos temporales, ya sea dos horas después del inicio del

periodo de luz (ZT2) o dos horas después del inicio del periodo de oscuridad

(ZT14). Después de la infeccion, las ratas fueron sacrificadas 8, 24, 60 y 72 horas

después de la inoculacion y se obtuvo tejido intestinal (ileon, ciego, colon) para

confirmar la infeccion mediante el conteo en placa. También se obtuvo el cerebro y

se procesaron cortes de éste mediante inmunohistoquimica para c-fos, un

marcador de activacion neuronal, de modo que se pudiera evaluar la actividad del

nucleo supraquiasmatico y el nucleo del tracto solitario ante la infeccion.
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Sujetos experimentales.

Se utilizaron ratas Wistar macho de 260+10 g mantenidas en un ciclo de 12 hrs de
luz y 12 de oscuridad (7:00 am se enciende la luz y 7:00 pm se apaga), con
comida y agua ad libitum. Se utilizé un total de 77 ratas, de las cuales 24 fueron
administradas con solucién salina y 53 con suspension de S. typhimurium, de
éstas ultimas, dos fueron descartadas debido a que presentaban cantidades
exageradas de recuperacion de la bacteria. La cantidad total de ratas infectadas
se determiné a partir de estudios previos (Guerrero-Vargas et al. 2014) y se obtuvo
a partir de diversos experimentos; cuyas especificaciones pueden encontrarse en

la Figura Suplementaria 1.

Cepa infecciosa.

Se utilizd6 como agente infeccioso la cepa RC39 de Salmonella enterica serovar
typhimurium (en adelante referida como S. typhimurium) donada por Dr. Rafael
Camacho del Instituto de Investigaciones Biomédicas. La cepa fue aislada de un
paciente y ha sido preservada por congelacion, tiene alta resistencia a ampicilina
(1mg/mL), caracteristica que fue aprovechada para crecerla en un cultivo
selectivo. La cepa corresponde a una S. typhimurium patégena que puede
ocasionar fiebre tifoidea en roedores pero tiene una baja virulencia en humanos,
causando gastroenteritis. Cabe destacar que todo el material de laboratorio o
superficies que haya tenido contacto con el patégeno fueron desinfectadas y
tratadas de acuerdo a las buenas practicas de microbiologia. Igualmente, los
animales infectados fueron dispuestos de acuerdo a las recomendaciones para un

patdgeno de bioseguridad nivel 2.

Infeccion.

El dia anterior a los experimentos se tomd una colonia, se suspendié en 5 mL de
medio de cultivo Difco Nutrient Broth® con 1 mg/mL de ampicilina y NaCl 0.9%. Se
dejo incubando durante 8 hrs y posteriormente se prepard un cultivo secundario

tomando 200 pL del cultivo primario y resuspendiéndolos en 10 mL de medio de

32




Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Universidad Nacional Autbnoma de México

Interacciones entre el intestino y el cerebro durante una infeccién por Salmonella

cultivo. Se incubd toda la noche. Con este método, se obtuvieron 10° unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL. Se centrifugd el medio y se resuspendieron las
bacterias en vehiculo (NaCl 0.9% NaHCO3; 3%) para su administracion. Se
administraron 0.5 mL de la suspension bacteriana (dosis 10° UFC/kg de rata)
mediante una canula intragastrica. Para confirmar la cantidad de S. typhimurium
inoculada, se realizaron diluciones seriadas de la suspension inoculada y se
plaquearon 100 pL de las diluciones 10, 107, 10® y 10°. Se realizé el conteo de
cada placa y se determind el numero de UFC/mL promediando lo obtenido para
cada dilucion (solo se tomaron en cuenta las placas que contenian entre 10 y 250
UFC). En la Figura S1 se muestra la cantidad exacta de UFC/mL que se inoculd

en cada experimento.

Obtencion de muestras.

Pasando 8, 24, 60 y 72 horas después de la inoculacién, se anestesié al animal
con una sobredosis de pentobarbital y se realizdé la perfusion intracardiaca con
solucién salina 0.9% seguido de paraformaldehido 4% en buffer de fosfatos
(0.01M pH=7.4). Se obtuvieron muestras de sangre, cerebro, médula espinal,
intestino, higado y bazo que se procesaron como se menciona a continuacion.

- Sangre: Se obtuvo por puncion cardiaca previo a la perfusion del animal. Se
recolectd en tubos con EDTA que se colocaron en hielo hasta su
centrifugacion (7000 rpm, 8 min) para obtener el plasma. El plasma se
proceso posteriormente para la cuantificacion de citocinas.

- Cerebro: Después de la perfusion, se decapitdé a la rata y se extrajo el
cerebro. Este se colocd en paraformaldehido por una noche, seguido de
dos noches en sacarosa 30% para ser cortado en un criostato en
rebanadas de 40 pym y ser procesado por inmunohistoquimica para c-fos.

- Intestino: Previo a la perfusion con paraformaldehido, se obtuvo una
seccion de ileon, ciego y colon. Se extrajeron aproximadamente 7 cm de
ileon y colon proximales al ciego, se lavaron con solucion salina fria para

eliminar restos de heces y se separaron en 3 porciones. El ciego se extrajo
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completamente e igualmente se separd en tres porciones. La primera
porcion de las muestras se colocé en paraformaldehido para procesarse
para inmunohistoquimica y microscopia. La segunda porcion se guardo a -
80°C para procesarse posteriormente para cuantificar citocinas. La tercera
porcidn se procesoé para realizar la confirmacion de la infeccion por conteo
en placa.

- Higado y bazo: Previo a la perfusion con paraformaldehido, se obtuvo una
muestra del Iébulo lateral derecho del higado y el bazo. Estos fueron
separados en tres porciones que fueron procesadas al igual que el
intestino.

- Nobdulos linfaticos mesentéricos: Previo a la perfusion con
paraformaldehido, se disectaron los nédulos linfaticos mesentéricos, se
limpiaron de la grasa circundante y se tomé la mitad de los nddulos para

realizar el conteo en placa.

Homogenizacién y conteo en placa.

Para realizar la cuantificacion de S. typhimurium viable en el tejido de intestino,
higado, bazo y nodulos linfaticos, se pesaron las muestras de tejido obtenido y se
homogenizaron en 500 pyL de PBS (buffer de fosfatos 0.01M pH=7.4, NaCl 0.9%)
con Tritdn al 3%. Se plaquearon 50 pL del homogenizado en placas de agar con el
medio de cultivo descrito anteriormente. Se incubaron las cajas toda la noche a
37°C y posteriormente se realizd el conteo de las colonias y se calcul6 la cantidad
de UFC/g de tejido para cada organo. Cabe mencionar que las ratas
administradas con vehiculo no presentaron S. typhimurium en el intestino en

ninguna condicion.

Cuantificacion de citocinas en sangre e intestino.

Las muestras del plasma obtenido se procesaron mediante ELISA para cuantificar
su contenido de TNF-a de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Invitrogen®).

En cuanto al intestino, se pesaron partes iguales de cada seccion de intestino
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(ileon, ciego y colon) para obtener aprox. 600 ug de muestra de intestino por rata.
Se homogenizaron en 600uL de PBS con coctel inhibidor de proteasas (Roche®),
se centrifugaron las muestras durante 7 minutos a 8,000 rpm y el sobrenadante se

procesoé por ELISA de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

Inmunohistoquimica del cerebro.

Se realizé la inmunohistoquimica para c-fos, un marcador de activacién neuronal,
de los cortes de cerebros de las regiones correspondientes al nucleo
supraquiasmatico, nucleo del tracto solitario, area postrema y nucleo
paraventricular. Para esto se incubaron los cortes en el anticuerpo primario vs c-
fos diluido 1:40000 en PBSGT (PBS con suero de cabra y triton al 1%), durante 72
horas, a 4°C con agitacién suave y continua. Posteriormente se lavaron los cortes
tres veces con PBS durante cinco minutos y se incubaron en anticuerpo
secundario biotinilado anti-conejo diluido 1:500 en PBSGT, durante 90 minutos a
temperatura ambiente con agitacién suave y continua. Nuevamente se lavaron los
cortes en PBS durante cinco minutos por triplicado y se incubaron los cortes en el
complejo AB (1:4500, Vector Lab ®) Se lavaron los cortes en PBS durante cinco
minutos y se realizé el revelado. Este consistid en incubar los cortes en 50 mL de
PBSGT con 6 pL de perdxido de hidrégeno glacial, 300 uL de una solucion de
diaminobencidina (DAB) (5mg/ml) 1 mL de solucion de niquel. Se realizé el
revelado hasta observar una coloracion adecuada. Finalmente, se detuvo la
reaccion lavando los cortes en PBS. Posteriormente los cortes fueron montados
en portaobjetos, deshidratados (2 minutos en las siguientes soluciones: agua,
etanol 70% etanol 90% y etanol 100%, xilol) y cubiertos con Entellan® para su

observacion al microscopio.

Conteo de células positivas para c-fos.

Para realizar la cuantificacion de células positivas para c-fos, se tomaron
fotografias con una camara Nikon acoplada a un microscopio, Se tomaron las
fotografias de 3 cortes representativos de cada animal del nucleo
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supraquiasmatico y del nucleo de tracto solitario con un aumento de 4X. Las
imagenes fueron procesadas en el programa Imaged. Se sustrajo el fondo, se
establecidé un limite y se contaron las particulas con un tamafio de 40 a 200
pixeles de manera bilateral en cada corte. Se reportdé el promedio de los tres

cortes para cada animal y se realizd el analisis estadistico.

Inmunohistoquimica del intestino.

Se realiz6 inmunohistoquimica del intestino para detectar la localizacion de la
bacteria en el tejido. Para esto, se fijo el tejido en paraformaldehido al 4% hasta su
procesamiento. Los segmentos del tejido se embebieron en parafina y se cortaron
en secciones de 5um para colocarse en portaobjetos recubiertos de TESPA ®.
Posteriormente se desparafinizaron mediante la colocacion de éstos en una serie
de soluciones (10 minutos en las siguientes soluciones: xilol, xilol-etanol [1:1],
etanol 100%, etanol 96%). Seguido de esto, se realizd la recuperacion antigénica
colocando las laminillas en solucién de recuperacion de antigeno (EDTA 1 mM,
Tris-base 10 mM, Tween 0.05%, pH=9.0) y calentando a bafio maria durante 5 min
a 50°C. Se dej6 enfriar durante 30 min. y se realizaron dos lavados con PBS
(0.01M pH=7.4). Posteriormente se permeabilizé el tejido, para esto se incubaron
los cortes en una solucion de NP40 al 0.2% en PBS durante 10 minutos en
camara humeda. Se lavaron dos veces las laminillas con PBS. Se realizd el
bloqueo de peroxidasas enddgenas incubando los cortes en H,0; al 1% en PBS
durante 15 min. Las laminillas se lavaron dos veces con PBS y se procedié a
incubar los cortes con un anticuerpo primario contra LPS de Salmonella enterica
hecho en conejo (Novus Biologicals ®) a una dilucion de 1:500. Se incubd en
camara humeda a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron las laminillas con
PBS-Tween 0.2% por duplicado y se incubaron con el anticuerpo secundario (anti
conejo biotinilado, 1:500 Jackson Immunoresearch ®) durante 90 min a
temperatura ambiente. Los cortes se lavaron dos veces con PBS- Tween y se
incubaron con complejo AB (1:500, Vector Lab ®) durante 1 hr a temperatura
ambiente. Se lavaron dos veces las laminillas con PBS. Se realizd el revelado de
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la misma manera descrita para los cortes de cerebro. Se realizaron dos lavados
con PBS-Tween y se tifieron los cortes con hematoxilina de Hill. Se enjuagaron los
cortes con agua destilada y se sumergieron en solucion de agua amoniacal
(NH;OH 0.6% en agua destilada) para el viraje del pH de la hematoxilina. Se
deshidrataron los cortes y se cubrieron para observar al microscopio de la misma

manera que se describio para los cortes de cerebro.
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7. Resultados

Cinética de infeccion de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche
(ZT14).

Como puede observarse en la Figura 6, a las 8 horas post-inoculacion no se
observaron diferencias en la cantidad de bacteria recuperada del intestino en los
dos tiempos. A las 24 horas, se advirtio una disminucién en la cantidad de bacteria
recuperada del intestino en ambos grupos. Por otra parte, al evaluar la cantidad de
bacteria en el tejido intestinal después de 72 horas post-inoculacion se observé
una mayor cantidad de bacterias recuperadas del intestino en las ratas inoculadas
en la noche con respecto a las del dia (prueba Mann Whitney, p<0.01); mientras
que las ratas inoculadas durante el dia no presentan S. typhimurium en el intestino
(o una cantidad por debajo del limite de deteccién de este estudio, 5 UFC/g), las
ratas inoculadas en la noche presentan una gran cantidad de bacterias en el ileon,
ciego y colon (Figuras 6, S1, S2 y S3). Cabe mencionar que la infeccion en las
ratas infectadas en ZT2 fue corroborada por la presencia de S. typhimurium en los
nodulos linfaticos mesentéricos (Figura 7).

Al analizar la cantidad de S. typhimurium en el higado y bazo se observd que la
mayoria de las ratas infectadas no tenian S. typhimurium en estos tejidos (Figuras
S5 y S6), sugiriendo que antes de las 72 horas, la infeccion no alcanza a ser
sistémica. Al evaluar la cantidad de S. typhimurium en las ratas a las 60 horas
(Figura 6), que corresponde a una fase contraria a la fase en la que se inoculd a
las ratas (es decir, las ratas inoculadas en el dia fueron evaluadas en la noche y
las ratas inoculadas en la noche fueron evaluadas en el dia) se observo que esta
tendencia se mantiene (prueba Mann Whitney; p<0.05). Esto sugiere que las
diferencias en la cantidad de S. typhimurium en el intestino estan dadas por la
hora en que se inoculd al animal y no la hora en que se sacrificd. Cabe destacar
que no se encontrd S. typhimurium en las ratas administradas con vehiculo en

ninguna condicidon y que no se observaron signos de enfermedad como fiebre,
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falta de apetito y piel erizada en ninguna de las ratas infectadas.

Salmonella en intestino
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Figura 6. Cantidad de S. typhimurium en el intestino. Se muestra la media y el
error estandar de la cantidad de S. typhimurium recuperada del intestino (ileon,
ciego y colon) de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche (ZT14) en los
cuatro puntos temporales. En las Figuras Suplementarias 2, 3 y 4 se muestra la
cantidad de bacteria recuperada de cada porcién del intestino. *** p< 0.001, *
p<0.05. ZT2: 8 hrs n=12, 24 hrs n=5, 60 hrs n=3, 72 hrs n=6; ZT14: 8 hrs n=6, 24
hrs n=5, 60 hrs n=6, 72 hrs n=8
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Salmonella en nédulos linfaticos
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Figura 7. Cantidad de S. typhimurium en nédulos linfaticos. Se muestra la media y
el error estandar de la cantidad de Salmonella recuperada de los nddulos linfaticos
mesentéricos de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche (ZT14) en los
cuatro puntos temporales. ZT2: 8 hrs n=3, 24 hrs n=5, 60 hrs n=3, 72 hrs n=6;
ZT14: 8 hrs n=4, 24 hrs n=5, 60 hrs n=6, 72 hrs n=8

Actividad del nucleo supraquiasmatico después de 72 horas de infeccion por

Salmonella.

Se realizaron inmunohistoquimicas para algunos cortes de cerebro provenientes
de ratas sacrificadas después de 8, 24, 60 y 72 horas de la inoculacion, aunque no
se observaron diferencias claras en la expresiéon de c-fos, un marcador de
activacion neuronal, de manera cualitativa. Debido a que la diferencia mas grande
en la invasividad de S. typhimurium se observé a las 72 horas, unicamente se
cuantifico la cantidad de c-fos en el nucleo supraquiasmatico en las ratas
sacrificadas en este tiempo. Debido al manejo no 6ptimo de algunas muestras del
tejido, se descartaron las muestras de una rata inoculada en ZT2 y de dos ratas

inoculadas en ZT14; el tamafo de muestra final para cada grupo se especifica en
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la figura 8 y 9. Se cuantifico la cantidad de c-fos en cortes de tejido de cinco ratas,
una muestra representativa del total de ratas inoculadas y sacrificadas en este
tiempo. Se observo una ligera disminucion en la cantidad de c-fos en el nucleo
supraquiasmatico de las ratas infectadas en ZT2 con respecto a las administradas
con vehiculo, aunque ésta no es significativa. En el caso de las ratas infectadas en
ZT14, no se observaron diferencias en la actividad del nucleo supraquiasmatico

respecto al control (Figura 8).
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Figura 8. Cantidad de células positivas para c-fos en el nucleo supraquiasmatico.
Se muestra el conteo bilateral de células inmunopositivas de ratas administradas
con S. typhimurium o vehiculo (control) en el dia (ZT2) y en la noche (ZT14), con
la media y el error estandar para cada grupo. ZT2: control n=4 S. typhimurium n=5;

ZT14: control n=4 S. typhimurium n=5

Actividad del nucleo del tracto solitario después de 72 horas de infeccion

por S. typhimurium.
Igualmente se analiz6 la cantidad de c-fos en el nucleo del tracto solitario de las
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ratas infectadas y los controles después de 72 horas de la administracion de S.
typhimurium o vehiculo. Como se observa en la Figura 9, existe mucha

variabilidad en los datos y no hay diferencias entre los grupos.
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Figura 9. Cantidad de células positivas para c-fos en el nucleo del tracto solitario.
Se muestra el conteo bilateral de células inmunopositivas de ratas administradas
con S. typhimurium o vehiculo (control) en el dia (ZT2) y en la noche (ZT14), con

la media y el error estandar para cada grupo. n=4 para todos los grupos.

Actividad de otras areas del hipotalamo después de la infeccion por S.

typhimurium.

Se evalu6 cualitativamente la cantidad de c-fos en diversos nucleos cerebrales
como el nucleo paraventricular del hipotalamo, el area postrema, entre otros. Se
observd que en algunos casos, las ratas infectadas muestran una mayor
activacion de estos nucleos que las ratas control, sin embargo, la respuesta es
muy variable de modo que no se observa un patrén claro de activacion inducido

por S. typhimurium (datos no mostrados).
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Citocinas en sangre e intestino

Se analiz6 la cantidad de TNF-a en la sangre e intestino de las ratas controles o
infectadas después de 72 horas. La cantidad de TNF-a en la sangre tanto de los
controles como de las ratas infectadas en ambos puntos temporales fue nula o
menor a los limites de deteccidn del kit utilizado (4 pg/mL). La cantidad de TNF-a
en el intestino si fue detectable y se muestra en la Figura 10. Se observé un efecto
de la hora del dia en la cantidad de TNF (ANOVA de 2 vias p<0.05), ademas las
ratas infectadas en ZT2 tienen una respuesta de TNF mucho mayor respecto a
las ratas administradas con S. typhimurium o vehiculo en ZT14 (post hoc Tukey
p<0.05).

TNF en intestino
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Figura 10. Cantidad de TNF-a en el intestino. Se muestra la cantidad de TNF-a en
pg/g de tejido intestinal de ratas administradas con S. typhimurium o vehiculo
(control) en el dia (ZT2) y en la noche (ZT14). Se muestra la media y el error
estandar para cada grupo. *p<0.05. ZT2: control n=4 S. typhimurium n=5; ZT14:
control n=4 S. typhimurium n=5
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Localizacion de S. typhimurium en el intestino.

Se realizé inmunohistoquimica para localizar a la bacteria en el intestino. La
metodologia utilizada no permitié discernir entre la microbiota y S. typhimurium
debido a que se observd marca tanto en las ratas infectadas como en las
controles, probablemente debido a una reactividad cruzada del anticuerpo con el
LPS de otras enterobacterias. Se muestran fotografias representativas en la
Figura S8.

8. Discusion

Cinética de infeccion de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche
(ZT14).

Como se describié en los resultados, la cinética de la infeccion es diferente
dependiendo de la hora de inoculaciéon pero este efecto solo puede observarse
después de algunos dias (60 y 72 hrs). Resulta interesante que después de 24
horas la cantidad de S. typhimurium disminuye hasta niveles no detectables, que
en el caso de las ratas inoculadas en la noche incrementan de nuevo a las 60 y 72
horas. Esto sugiere que la mayoria de la bacteria es eliminada por el sistema
inmune innato pero permanece una cantidad no detectable de bacteria que se
reproduce posteriormente si los animales fueron infectados en la noche. Dos
estudios recientes apoyan esta hipétesis, en ellos se infectdé oralmente a ratones
con una mezcla de varias cepas de S. enterica con un fenotipo idéntico pero una
marca genética a modo de “codigo de barras® para poder rastrear su
comportamiento. Se observd que inicialmente, muchas de las poblaciones son
eliminadas y solamente una poblacion predomina y se reproduce (Lim et al. 2014;
Maier et al. 2014).

Por otra parte, en los nédulos linfaticos se observé que la cantidad de bacteria
aumenta con el tiempo, a pesar de que en las ratas inoculadas en el dia ya no hay
bacteria en el intestino, en los nédulos esta cantidad sigue siendo elevada al igual

que en las ratas inoculadas durante la noche. Se ha reportado que desde las 2
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horas, la bacteria puede encontrarse en los nédulos linfaticos (Havelaar et al.
2001). Voedisch et al. (2009) ha reportado que los nddulos linfaticos pueden
funcionar como reservorio de S. enterica y que, ademas, la presencia de la
bacteria en los nddulos protege al organismo de infeccidn en el higado y bazo. En
conjunto estos datos apuntan a que la bacteria se traslocd hacia los nodulos

desde las primeras horas y se replico en este tejido.

Activacion neuronal inducida por S. typhimurium

Debido a que se observaron diferencias circadianas en la infeccion y que
especificamente el nucleo supraquiasmatico podria tener influencia directa en el
sistema inmune (Guerrero-Vargas et al. 2014), se analiz6 la actividad neuronal del
nucleo supraquiasmatico y de algunas areas involucradas en la transmision de
informacion periférica hacia el nucleo supraquiasmatico. Como se puede observar
en los resultados, no se observo un cambio en la activacion neuronal después de
72 hrs de infeccion con S. typhimurium en el nucleo supraquiasmatico ni en el
nucleo del tracto solitario. Algunos estudios realizados en ratones reportan un
aumento muy claro en la actividad del nucleo del tracto solitario asi como de otras
areas cerebrales al inducir una infeccion gastrointestinal con C. jejuni (Gaykema
et al. 2004; Goehler et al. 2005; Goehler et al. 2008). Cabe destacar que C. jejuni
es un patégeno gastrointestinal que, a diferencia de S. typhimurium, no puede
migrar fuera del intestino para causar una infeccidn sistémica, por lo que es
posible que en este caso, la deteccidon por el sistema nervioso sea solamente a
través de las aferentes vagales o espinales y no a través de la via humoral. Otro
estudio evalué el papel de las aferentes vagales en la deteccion de la infeccion por
S. typhimurium en ratones y observaron que, igual a lo que sucede con C. jejuni, el
nucleo del tracto solitario se activa después de 24 horas de infecciéon (Riley et al.
2013); ademas, este efecto es prevenido por la lesiéon quimica de las aferentes
vagales. Estas investigaciones refuerzan la idea de que el sistema nervioso es

capaz de detectar la infeccion y por ende tener alguna influencia en el desarrollo
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de ésta, sin embargo, las condiciones utilizadas en este estudio no fueron capaces
de replicar las observaciones realizadas en ratones. Los resultados obtenidos en
este estudio pudieron estar influidos por el modelo de infeccidon: es posible que,
debido a la baja infectividad de la bacteria utilizada (lo que se discutira mas
adelante), la magnitud de la infeccion sea tan baja que se pueda controlar a nivel
local, sin necesidad de sefializar esta informacion hacia el cerebro. Por lo tanto, es
probable que la magnitud del reto inmune influya en su deteccion por el sistema
nervioso; claramente, esta hipotesis debera investigarse mas a fondo. Multiples
estudios han confirmado el papel modulador del nucleo supraquiasmatico ante un
reto con LPS (Guerrero-Vargas et al. 2014; Marpegan et al. 2009; Kalsbeek et al.
2015; Kalsbeek et al. 2012), por lo que seria interesante estudiar en qué
condiciones, el nucleo supraquiasmatico y el hipotalamo en general, son capaces

de detectar e influir en la respuesta inmune y en cuales no.

C-fos como marcador de activacion neuronal

c-fos forma parte de los llamados “genes de expresion temprana”, una serie de
genes que las neuronas expresan desde los 20 minutos después de que éstas son
activadas por algun estimulo (Herdegen & Leah 1998). C-fos se ha utilizado
ampliamente como marcador de activacién neuronal con muy buenos resultados.
En el presente estudio se decidid utilizarlo como marcador de activacion neuronal
debido a su baja expresidn basal, estabilidad y sencillez de la técnica
inmunohistoquimica para detectarlo. Como se discutié con anterioridad, varios
estudios previos han demostrado que c-fos funciona adecuadamente como
marcador de activacion neuronal cuando ésta es inducida por un estimulo de
naturaleza inmune, por ello es poco probable que la eleccion de este marcador
haya impedido observar la activacion neuronal inducida por la infeccion. Sin
embargo, es importante considerar la utilizacion de otros marcadores como c-jun o

EGR-1 que también podrian dar buenos resultados.
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Posibles mecanismos involucrados en las diferencias circadianas en Ia

infeccion.

Debido a que las diferencias circadianas en la respuesta a S. typhimurium no
parecen estar dadas por la deteccion por las aferentes vagales (debido a que no
hay diferencias en la activacién neuronal del nucleo del tracto solitario), es
probable que estas diferencias se encuentren reguladas a otro nivel. El hecho de
que no se observe diferencia en la cantidad de bacteria de manera inicial (8 y 24
hrs) sino hasta después (60 y 72 hrs) (Figura 6), apunta hacia un mecanismo
relacionado con la respuesta del hospedero ante la infeccidon en lugar de un
mecanismo que ya esté operando desde el momento en que se inocula al animal.
Existen muchas variables que afectan el progreso de la infeccibn y muchas de
ellas pueden variar de manera circadiana. Por ejemplo, se ha observado que la
diferenciacion de los linfocitos Th17 se encuentra favorecida en el dia (Yu et al.
2013). Estos linfocitos proinflamatorios contribuyen en la eliminaciéon de S. enterica
(Schulz et al. 2008), por lo que en el dia podria estar favorecida la eliminacién de
la bacteria. De igual manera, la permeabilidad intestinal es mayor durante la noche
(Kyoko et al. 2014), que fue la fase donde se observé mayor cantidad de S.
enterica en el intestino. Por otro lado, la microbiota juega un papel fundamental en
el desarrollo de la infeccion, ya que algunas moléculas producidas por ésta, como
el H,S, pueden favorecer la replicacion de la bacteria, mientras que otras como el
propionato pueden tener el efecto contrario (Thiennimitr et al. 2012; Ahmer & Gunn
2011). Varios estudios han reportado que la microbiota presenta un ritmo
circadiano, tanto en sus componentes bacterianos como en los metabolitos
producidos por éstos (Thaiss et al. 2014; Liang et al. 2015), lo que podria
contribuir a las diferencias circadianas en la infeccion.

La alimentaciéon también es un factor que influye en el progreso de la infeccién. Se
ha reportado que el ayuno en ratas induce una mayor invasiéon de érganos por S.
enterica (Havelaar et al. 2001). Las ratas comen la mayoria de su alimento durante

el periodo de oscuridad y comen muy poco durante el periodo de luz. Por esto, al
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inicio del periodo de luz (ZT2), se encuentran bien alimentadas mientas que al
inicio del periodo de oscuridad (ZT14) apenas empiezan a comer. Debido a que no
se ayuno a las ratas en el presente estudio, es posible que la cantidad de comida
ingerida previa a la inoculacién tuviera algun efecto en el desarrollo posterior de la

infeccion.

El papel de TNF-a en la infeccién por S. typhimurium

Con el objetivo de elucidar algun mecanismo que favorezca las diferencias dia-
noche, se realizé la medicion de TNF-a en el tejido intestinal de las ratas y se
observé que las ratas inoculadas en ZT2 aumentan la producciéon de TNF-a al ser
inoculadas con Salmonella, mientras que las ratas inoculadas en ZT14 no
producen mayor cantidad de TNF ante la bacteria (después de 72 hrs). Varios
estudios han demostrado que TNF-a es importante en la proteccion ante S.
enterica, ya que si se bloquea la produccion de esta citocina aumenta la cantidad
de bacteria en los 6rganos (Nakano et al. 1990; Mastroeni et al. 1995). Esta
proteccion podria estar dada mediante el reclutamiento de neutrdfilos (los
principales responsables de eliminar a la bacteria) al tejido afectado (Thiennimitr et
al. 2012) Por lo tanto, la diferencia en los valores de TNF-a entre ZT2 y ZT14
podria ser un mecanismo responsable de la menor cantidad de bacteria en ZT2

después de 72 horas .

La diferencia en la respuesta de TNF-a ante la bacteria podria estar dada por los
receptores tipo toll (TLRs) del sistema inmune innato. Se ha observado que
existen ritmos circadianos en la expresiéon de TLR4, el receptor para LPS, tanto en
el yeyuno (Froy & Chapnik 2007) como en el ileon de ratones (Mukherji et al.
2013), siendo mayor en el dia que en la noche. Esta elevada expresion de TLR-4
en el dia podria traducirse en una mayor deteccion de S. typhimurium por las
células que culminaria en una mayor induccion de TNF-a y por lo tanto una mejor

eliminacioén de la bacteria.
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Modelo de infeccion

En general, el modelo de infeccion utilizado indujo poca recuperaciéon de S.
typhimurium en los tejidos, a pesar de que se inoculan 10° UFC, la maxima
cantidad de bacteria que se recuperdé fue alrededor de 10* UFC/g de tejido.
Ademas, la cantidad de bacteria recuperada del intestino de muchos animales es
nula, al igual que la recuperada del higado y bazo (Figuras S5 y S6). Esto resulta
un problema, ya que indica que la cepa utilizada posee una menor infectividad
comparada con lo que se ha reportado en algunos otros estudios (Havelaar et al.
2001; Rodenburg, Keijer, et al. 2007; Islam et al. 2000). Es importante tomar en
cuenta que la menor infectividad podria ocasionar dificultades para observar

diferencias claras en el resto de las mediciones realizadas.

El hospedero juega un papel muy importante en el desarrollo de la infeccion,
mientras que en ratones infectados con S. typhimurium se observa un cuadro
clinico parecido a la fiebre tifoidea, en humanos este serovar ocasiona
gastroenteritis (Santos et al. 2001). A pesar de que los pocos estudios realizados
en ratas apuntan hacia una infeccion sistémica (Havelaar et al. 2001; Rodenburg,
Keijer, et al. 2007; Islam et al. 2000), los resultados reportados sugieren que bajo
estas condiciones, se podria estar induciendo gastroenteritis en lugar de una
infeccion sistémica, esto debido a la poca invasién de 6rganos, la ausencia de
TNF-a en sangre y la ausencia de signos evidentes de enfermedad como fiebre,
falta de apetito, etc.

Bellet et al. (2013) realizaron un estudio similar en el cual inocularon a ratones con
S. typhimurium en ZT4 y ZT16 y observaron diferencias en la cantidad de S.
typhimurium recuperada del colon. Contrario a lo reportado en este estudio, Bellet
et al. reportan una mayor recuperacién de S. typhimurium en el dia (ZT4) después
de 72 horas de infeccion, mientras que no encontraron diferencias a las 60 horas.
Las diferencias entre el estudio mencionado y este podria radicar tanto en la hora

de estudio (ZT2 vs ZT4 y ZT14 vs ZT16) como en la especie del hospedero y la
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cepa utilizada; como se mencion6 anteriormente, todas estas variables tienen un
papel importante en el progreso de la infeccion. Cabe mencionar que Bellet et al.
reportan una mayor cantidad de TNF-a al inocular a los ratones en el dia al igual

que lo encontrado en este estudio.

9. Conclusiones

e La recuperacién de S. typhimurium del tejido intestinal 8 y 24 horas
después de la inoculacion no es diferente entre las ratas inoculadas en el
dia o en la noche, mientras que 72 horas después de la inoculacion es mas
alta al inocular a las ratas en ZT14 con respecto a ZT2.

e Las diferencias en la cantidad de S. typhimurium en el intestino depende de
la hora de inoculacién y no de la hora de sacrificio del animal, ya que si se
sacrifica en un periodo contrario al periodo inoculado (60 horas), dicha
diferencia se mantiene.

e Estas diferencias podrian estar mediadas por variaciones en la deteccion
de S. typhimurium por sistema inmune innato, resultando en una mayor
produccion de TNF-a en el dia, lo que favorece la eliminacion de la bacteria.

e La cepa de S. typhimurium ylo las condiciones utilizadas no son 6ptimas
para el estudio de la relacion intestino-cerebro ya que resultan en una

infectividad baja y mucha variabilidad entre sujetos.
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11.Figuras suplementarias

Interacciones entre el intestino y el cerebro durante una infeccién por Salmonella

. Ndmero de Hora de Tiempo de | UFC/mL (x10°)
Experimento ratas . ., e .
. inoculacion sacrificio inoculados
infectadas
6 2 T2 8 hrs 3.5
7 3 T2 8 hrs 9.0
8 4 ZT2 8 hrs 1.5
3 8 hrs
L 3 ZT2 24 hrs 3.1
3 72 hrs
24 2 T2 24 hrs 4.2
WA1 2 T2 72 hrs 6.3
79 2 T2 72 hrs 3.1
2 ZT14 72 hrs 2.6
60 3 T2 60 hrs 10.0
3 ZT14 60 hrs 9.0
5 2 ZT14 8 hrs 3.0
4 8 hrs
N 5 ZT14 24 hrs 1.2
260 3 ZT14 60 hrs 3.0
272 3 ZT14 72 hrs 1.6
372 3 ZT14 72 hrs 3.0

Figura S1. Descripcion de cada experimento. Se especifica la cantidad de ratas

infectadas, la hora de inoculacion y el tiempo de sacrificio en cada experimento,

asi como la cuenta viable de la suspension de S. typhimurium administrada.
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Salmonella en ileon
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Figura S2. Cantidad de S. typhimurium en el ileon. Se muestra la cantidad de S.
typhimurium en el ileon de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche
(ZT14) a lo largo del tiempo. ZT2: 8 hrs n=12, 24 hrs n=5, 60 hrs n=3, 72 hrs n=6;
ZT14: 8 hrs n=6, 24 hrs n=5, 60 hrs n=6, 72 hrs n=8

Salmonella en ciego
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Figura S3. Cantidad de S S. typhimurium en el ciego. Se muestra la cantidad de
S. typhimurium en el ciego de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche
(ZT14) a lo largo del tiempo. ZT2: 8 hrs n=12, 24 hrs n=5, 60 hrs n=3, 72 hrs n=6;
ZT14: 8 hrs n=6, 24 hrs n=5, 60 hrs n=6, 72 hrs n=8
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Salmonella en colon
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Figura S4. Cantidad de S. typhimurium en el colon. Se muestra la cantidad de S.
typhimurium en el colon de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche
(ZT14) a lo largo del tiempo. ZT2: 8 hrs n=12, 24 hrs n=5, 60 hrs n=3, 72 hrs n=6;
ZT14: 8 hrs n=6, 24 hrs n=5, 60 hrs n=6, 72 hrs n=8

Salmonella en higado
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Figura S5. Cantidad de S. typhimurium en el higado. Se muestra la cantidad de S.
typhimurium en el higado de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche
(ZT14) a lo largo del tiempo. ZT2: 8 hrs n=3, 24 hrs n=3, 72 hrs n=6; ZT14: 8 hrs
n=3, 24 hrs n=0, 72 hrs n=8
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Salmonella en bazo

10° 3

102 o 712 M
-V ZT14
o -
I P
O 10y _—
_— o
= —
—
10° ® \L 112
101 T T T
8 24 72

Tiempo p.i. (horas)

Figura S6. Cantidad de S. typhimurium en el bazo. Se muestra la cantidad de S.
typhimurium en el bazo de las ratas inoculadas en el dia (ZT2) y en la noche
(ZT14) a lo largo del tiempo. ZT2: 8 hrs n=3, 24 hrs n=3, 72 hrs n=6; ZT14: 8 hrs
n=3, 24 hrs n=3, 72 hrs n=8
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Figura S7. Fotografias representativas de la inmunohistoquimica para LPS de S.

typhimurium. Se muestran cortes representativos de colon de las ratas
administradas con S. typhimurium (Salmonella) o con vehiculo (control) en el dia
(ZT2) o en la noche (ZT14), 72 hrs después de la administracion. La marca color
café corresponde a la inmunoreactividad para LPS de Salmonella sp.
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