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Introduccion

|.INTRODUCCION

1. Listeria monocytogenes. Caracteristicas generales

Listeria monocytogenes es una bacteria gram-positiva, intracelular facultativa y
patogénica del ser humano que produce una zoonosis denominada listeriosis, capaz de
infectar también a otros animales. La infeccion por esta bacteria es causante de la
listeriosis. Y su nombre viene dado en honor a cirujano inglés Joseph Lister
Se caracteriza por ser una bacteria no esporulada, catalasa positiva, oxidasa negativa y
que crece facilmente en agar sangre, produciendo beta-hemdlisis incompleta (Gray y
col., 1966). La longitud de la bacteria es de 0,5-2 um y su diametro de 0,4-0,5 pm.
Crece en medios de cultivo sdlidos ricos muy dependientes de Mg?* y ricos en
nutrientes (como Brain heart infusion, BHI). Tras 24-48 horas de incubacion aerobia a
37°C, forman colonias redondas, translUcidas y de bordes lisos.

Tiene flagelos peritricos, los cuales permiten su movilidad en el medio ambiente a 30°C
0 menos, pero a 37 °C es inmovil, puesto que sus flagelos se inactivan. A esa
temperatura es ala cua la bacteriainvade € organismo parainfectar, por lo que recurre
a otras estrategias propias, explicadas mas adelante, para poder moverse dentro de las
células (Carrasco-Marin y col., 2009).

Aungue su temperatura éptima de crecimiento oscila entre 30 y 37°C, son capaces de
crecer en un amplio rango de temperaturas que varian desde 1°C hasta 43°C. También es
capaz de resistir temperaturas de -20°C, que es por 10 que es Unicay por |o que emerge
con frecuencia en aimentos pre-cocinados congelados donde escapa a la secuencia de
frio y emerge como un patégeno mas habitual de lo normal (Collinsy col., 1991; Sallen
y col.,1996). Ademas, la bacteria es capaz de resistir condiciones ambientales adversas,
ya sea ata salinidad (concentraciones de NaCl a 10-20%) o pH extremos (rangos entre
pH 5y pH 9), aunque € crecimiento Optimo se produce a pH neutro o ligeramente
alcalino.

Esta capacidad para crecer en un amplio rango de condiciones puede explicar que las
bacterias pertenecientes a este género estén ampliamente distribuidas en la naturaleza,

siendo algunas de €llas patdgenas para los animales y € hombre. Su habitat es diverso,
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pudiéndose aidar de diferentes ambientes como el agua, € suelo, € ensilado, las heces
de animales o de distintos alimentos. Su ambiente norma es la materia vegetal en
descomposicion, comportandose como una bacteria saprofita. Se cree que su principal
vector de propagacion pudieran ser los rumiantes, debido a su ciclo oral-feca
(Welshimer y coal., 1971; Kampelmacher y col., 1980; Watkinsy col., 1981; Rocourt y
col., 1985; Fenlony col., 1999).

Actuamente el género Listeria comprende siete especies diferentes, Listeria
monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria murray, Listeria innocua,
Listeria welshimeri y Listeria grayi (Rocourt y col., 1983; Rocourt y col., 1996); de las
cuales Listeria monocytogenes es €l principal patégeno. Aunque Listeria ivanovii no ha
sido aislada en casos de listeriosis en la especie humana, s se sabe que es un importante
patdgeno en animales.

Recientemente, también se han descrito otras dos nuevas especies denominadas Listeria
marthii, aislada en un lago en EEUU (Gravesy col., 2010) y Listeria rocourtiae, aislada
en Austria en preparados de lechuga (Leclercq y col., 2010).

La enfermedad causada por la infeccion de esta bacteria, como se ha
mencionado anteriormente, es denominada listeriosis. Esta se adquiere por ingestion de
alimentos contaminados, pudiendo causar septicemia, bactericemia, gastroenteritis,
meningitis, meningoencefalitis y abortos.

El riesgo de listeriosis es muy elevado en mujeres embarazadas, neonatos, ancianos 'y,
en general, en individuos inmunocomprometidos.

Existe también una amplia variedad de especies animaes que puede infectarse con
Listeria monocytogenes, pero la listeriosis clinica veterinaria es esencialmente una
enfermedad de rumiantes. Las manifestaciones clinicas principales de la listeriosis
animal son similares alas que causa en humanos, como romboencefalitis, septicemias 'y
abortos, e iguamente es una enfermedad de transmision alimentaria, siendo e medio
ambiente la fuente principal de contaminacion de aimentos 'y € ensilado |a fuente mas
frecuente de transmision (Low y Donachie, 1997; Ramaswamy y col., 2007). La mucosa
intestinal es la via de entrada principal, después de la ingestion oral, en € caso de una

listeriosis septicémical/abortiva.
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En general, Listeria monocytogenes es un patdgeno bacteriano con tropismo por
el tegjido nervioso. En algunos modelos murinos se muestra que la invasion de Listeria
monocytogenes en € sistema nervioso central (SNC) esta facilitada por monocitos
infectados que derivan de la médula ésea y se adhieren a las células endoteliales
cerebrales activadas. Estos monocitos adheridos se acumulan en los vasos cerebrales e
invaden el parénquima cerebral (Join-Lamber y col., 2005; Oeverman y col., 2010).
Aungue la patogéenesis de la listeriosis encefalitica es controvertida, parece que los
mi croorganismos pueden entrar en |as terminaciones nerviosas a través de abrasiones de
la mucosa bucal, los labios, los orificios de la nariz, la conjuntiva o los dientes y, a
continuacion, migrar hasta causar una infeccion del sistema nervioso central (Robertsy
Wiedemann, 2003).

2. Importancia histéricay actual

La primera vez que se escuchd hablar de Listeria monocytogenes fue en 1926,
por un brote espontaneo de una infeccion desconocida provocada en cobayas y conejos
en la Universidad de Cambridge (Reino Unido), donde trabgjaban Murray y sus
colaboradores. El proceso se caracterizaba por una leucocitosis mononuclear
(monocitosis) y lesiones necréticas en € higado, por lo que se propuso € nombre de
Bacterium monocytogenes para € microorganismo causante del brote (Murray y cal.,
1926). En 1927, Pirie ail0 una bacteria a partir de focos necroticos del jerbo a la que
denomino en primer lugar Listerella hepatolytica (Piriey col., 1927) y fue méstarde, en
1940, cuando € propio Pirie llamé a este microorganismo patdégeno con su nombre
actual Listeria monocytogenes (Piriey col., 1940).

Durante muchos afos, € aidamiento de Listeria monocytogenes ha sido muy
infrecuente, y la epidemiologia de la enfermedad unaincognita. Sin embargo, a partir de
finales de los afios ochenta se empezaron a presentar brotes epidémicos en humanos en
diferentes puntos de Europa y Estados Unidos, 1o cual permitié asociarlos por primera
vez con & consumo de alimentos contaminados con Listeria monocytogenes (Piffaretti
y col., 1989; Gray y Killinger, 1996). Desde entonces se produjo un aumento de interés
por este patdgeno en los paises desarrollados. Los alimentos implicados con mayor

frecuencia en los brotes de listeriosis humana son los productos elaborados que no
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necesitan coccion o recalentamiento antes de su consumo, |os productos lacteos y sus
derivados, como por gemplo los quesos no pasteurizados. En rumiantes, el origen de
los brotes de listeriosis es también alimentario, en este caso esta implicado €l ensilado,
un alimento elaborado por € hombre, cuya obtencion defectuosa puede hacer que
alcance un pH préximo a neutro, en lugar del pH acido necesario para su conservacion,
permitiendo la répida proliferacion de Listeria monocytogenes. Es a partir de las
materias primas obtenidas de los animales que consumen estos alimentos, donde se
originan la mayoria de las contaminaciones de productos destinados a consumo
humano.

El cambio en los habitos de aimentacion producido en los Ultimos afios, como un
mayor consumo de aimentos listos para comer, precocinados, refrigerados o
congelados, o los cambios en € sistema de produccion primaria de los alimentos, como
la modificacion de las técnicas de procesado de los alimentos o los sistemas de
amacenamiento en frio, han hecho que su incidencia se haya incrementado de 0.1% a
0.56%. Listeria monocytogenes se ha convertido en e origen de gran preocupacion por
parte de la Industria Alimentaria y las Administraciones de Salud Publica (Rocourt y
Bille, 1997; Swaminathan, 2001).

Mucho antes del reconocimiento de Listeria monocytogenes como contaminante
alimentario, esta bacteria era utilizada como modelo de patégeno intracelular por los
inmundlogos (Mackaness, 1969). La comprension de los mecanismos celulares del
sistema inmune de este microorganismo parasito intracelular ha servido como base para
comprender conceptos basicos de su funcionamiento. Como fruto de la investigacion
basica que estudia este patdgeno se ha revelado su aplicacion biomédicay ha permitido
la utilizacion de Listeria monocytogenes como vector en vacunas frente a diversas
patologias. Asi, Listeria monocytogenes ya ha mostrado ser efectiva en modelos
experimentales frente a otros agentes bacterianos (Salmonella, Legionella), viricos
(HIV, CDV) e incluso patologias de origen a priori no infeccioso como € carcinoma
colorectal, carcinoma renal (Dietrich y col., 1998) o melanoma (Calderon-Gonzalez y
col., 2015; Calderén-Gonzalezy col., 2016).
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3. Patogenicidad y via de colonizacion de Listeria monocytogenes en

humanos

3.1. Patogenia dela bacteria

Listeria monocytogenes es un patdégeno facultativo intracelular que puede crecer
en diversos tipos celulares como macrofagos, células epiteliales o fibroblastos. Tras la
ingesta de alimentos contaminados, puede sobrevivir a la exposicién de enzimas
proteoliticas, écidos gastricos y sales biliares. Posteriormente, las bacterias son
internalizadas por las células hospedadoras gracias a la interaccion de las proteinas de
superficie bacteriana (internalinas) con los receptores para glucoproteinas. El
microorganismo, gracias a dos enzimas diferentes como son la fosfolipasa C y latoxina
bacteriana listeriolisina O (LLO), escapa del fagolisosoma de la célula hospedadora y
experimenta una rgpida division en el citosol de esta célula. A continuacion, a
inactivarse sus flagelos a temperatura aproximada de 37°C, y como consecuencia de la
expresion de la proteina bacteriana denominada ActA, €l microorganismo induce la
polimerizacion de microfilamentos de actina que se reorganizan desde un polo de la
bacteria formando una larga cola, que va empujando mecanicamente a la bacteria por €l
cortex celular. Esta capacidad de Listeria monocytogenes de polimerizacion de actina
puede incluso generar la protusion de extensiones en la membrana celular, denominadas
filopodos, que pueden servir a parasito para infectar a las células adyacentes sin tener
que exponerse a las condiciones del medio extracelular. Puesto que los
microorganismos pocas veces son extracelulares, los anticuerpos generados por la

respuesta especifica del hospedador no serian efectivos (Fig.1).
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Figural. Composicién de tres iméagenes. (Izquierda) Micrografia electrénica de transmision que muestra
a Listeria monocytogenes dentro de un macrdfago infectado por la misma y la “cola de actina” de
filamentos de actina en la parte posterior de la bacteria. (Central) Esquema del ciclo de infeccién donde se
detalla la formacion de la cola de actina. (Derecha) Imagen de microscopia confocal de Listeria

monocytogenes en movimiento (en rojo labacteriay en verde la actina).

Listeria monocytogenes se introduce en e tracto gastrointestinal, previa
ingestion de alimentos contaminados y, una vez en e intestino, crece eficazmente
dentro de los enterocitos, siendo posteriormente captada por los fagocitos
mononucleares, 1o cua permite que parte de su poblacién acance la circulacion
sanguinea y se disemine por via hematdgena. La patogenia correspondiente se ha
logrado estudiar in vitro, debido principalmente a que el bacilo es capaz de reproducirse
en el interior de macréfagos y células intestinales indiferenciadas y cultivadas en €
laboratorio.

La importancia de la listeriosis en humanos se atribuye a su aparicion como un
patdgeno oportunista, afectando principalmente a las poblaciones de riesgo: ancianos,
neonatos (Becroft, 1971), mujeres embarazadas (Bartfield, 2000; DiMaio, 2000), y en
general, a personas con aguna inmunosupresion o sometidas a tratamientos
inmunosupresores como pacientes de cancer, de trasplantes, VIH/SIDA, diabetes o
alcoholismo. (Graham et al., 2002; Morritt et al., 2002; Nolla-Salas et al., 2002,
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Vander et al., 2002), mientras que € resto de la poblacion no suele verse afectada.
Ademas tiene una alta tasa de mortalidad (30%) y periodos de incubacion largos, que
pueden variar desde unos pocos dias hasta incluso tres semanas, los cuales suelen
preceder alos sintomas gastrointestinal es.

La sintomatologia de la listeriosis es consecuencia caracteristica de la habilidad del
microorganismo para atravesar la barrera intestinal, la barrera placentaria y la barrera
hematoencefalica durante la infeccion. La aparicion de septicemia ocurre
principamente en individuos inmunosuprimidos y va acompafiada generamente de
enteritis, neumonia y, s afecta a mujeres embarazadas implica una bacteriemia que
generamente es causa de aborto.

La colonizaciéon del sistema nervioso central es responsable de dos manifestaciones
clinicas. meningitis y encefalitis. La meningitis estd asociada a la presencia de
inflamacion meningea originada por la reaccion inmunolégica ante la presencia de un
patdgeno en e espacio subaracnoideo. Es € sindrome infeccioso més importante del
sistema nervioso central (SNC). Cuando se pone en compromiso e parénquima
adyacente a las meninges, se define la presencia de encefalitis (Paredes-Ballena y col.,
2011). La meningitis es propia de la listeriosis neonatal, mientras que la encefalitis esta

mas relacionada con casos de listeriosis en adultos o pacientes immunosuprimidos
(Fig.2).

El paso de Listeria monocytogenes a través de la barrera placentaria provoca la
infeccion del feto, ocasionando aborto en el primer trimestre de gestacion o, s llega a
término, la muerte rgpida del neonato debido a la septicemia generalizada con la que
nace. En los nifios recién nacidos € cuadro mas severo de infeccion por este patégeno
se conoce con el nombre de “granulomatosis infantiséptica”, que se manifiesta con la
aparicion de pequefios granulomas ampliamente diseminados por todo el organismo.
También se pueden dar casos de infecciones locales, como endocarditis, mastitis,
gueratoconjuntivitis 0 miocarditis, sobre todo en personas que tengan una exposicion
muy directa y constante con la bacteria como es €l caso del persona de laboratorio,

veterinarios o persona de mataderos (Fig.2).
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3.2. Viasde colonizacion en € ser humano
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La via de entrada de |la bacteria mas comin en ser humano es a través de la

ingestion de comida contaminada. Una vez que la bacteria ha entrado en €l intestino, y

ha pasado la barrera intestinal, en la que existe un ambiente muy adverso para la

bacteria, ésta coloniza las células epiteliales intestinales y las células M que estan

ubicadas en las placas de Peyer, accediendo asi a la zona basolateral. Posteriormente, €l

bacilo es englobado por los macréfagos residentes, dentro de los cuales puede

sobrevivir y proliferar, antes de cruzar la barrera intestinal y diseminarse, por las vias

linfatica y sanguinea para pasar a los ganglios mesentéricos, € higado y € bazo donde

contintia su colonizacién, siendo éstos |os 6rganos diana primarios de lainfeccion.

Es en & higado, donde més del 90% de las bacterias son eliminadas por células de

Kupffer, los macréfagos residentes, gracias a las hidrolasas lisosomaes y a los

mecanismos oxidativos bactericidas. Mas tarde, actuaran los neutrofilos y macrofagos
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diferenciados de monocitos sanguineos, que son atraidos al foco infeccioso debido a la
destruccion de los hepatocitos por necrosis o apoptosis (Gregory y col., 1990). Durante
las 6 primeras horas post-infeccion las células de Kupffer podrian participar en la
respuesta adquirida y en la secrecion de citocinas (Ebe y col., 1999). El sitio de
multiplicacion de Listeria monocytogenes en e higado son los hepatocitos (Conlan y
col., 1992); asi € paso de hepatocito a hepatocito conduce a la formacion de un foco
infeccioso que permite a Listeria monocytogenes diseminarse a través del parénquima
hepatico sin entrar en contacto con los efectores del sistema inmune; 1o que explicaria
que los anticuerpos no tuvieran importancia en la inmunidad contra Listeria
monocytogenes (Edelson y coal., 1999).

Un porcentgje variable de Listeria monocytogenes, dependiendo de la dosis infectiva, es
capaz de escapar de los fagosomas de las células de Kupffer y replicarse en su citosol.
Desde € higado, las bacterias llegan a bazo a través del torrente sanguineo y es en €
bazo donde son eliminadas completamente (Vazquez-Boland y col., 2001b) (Fig.3).

La dosis necesaria para que se produzca la infeccién no ha sido determinada alin con
exactitud. Aun asi, hay muchos factores que influyen, entre los principaes se
encuentran la cepa de la bacteria y € estado del sistema inmune del individuo. Si €
sistema inmune es incapaz de controlar la infeccién en el higado y bazo, Listeria
monocytogenes podria causar una bacteriemia sintomédtica y prolongada, que podria
llegar hastala placentay € cerebro.

El tratamiento de la listeriosis en humanos se realiza generalmente con antimicrobianos,
siendo los mas utilizados la combinacion de ampicilina y aminoglucésidos, aunque

también se suele utilizar en algunos casos vancomicina.
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Figura3. Via de colonizacion de Listeria monocytogenes en € ser humano. La via de entrada de la
bacteria es a través de la ingestion de comida contaminada. A partir de aqui la bacteria es capaz de cruzar
la barrera intestinal y diseminarse a través de los ganglios linféticos y del torrente sanguineo hacia
6rganos como €l higado y el bazo. Si lainfeccion es severa puede incluso llegar ala placentay al cerebro,
infectando el sistema nervioso central. (Figura modificada a partir de original de Cossart P. y Toledo-
Arana A. Microbes Infect. (2008). 10(9):1041-50.)

4. Ciclo devidade Listeria monocytogenesy sus factores de virulencia

Listeria monocytogenes, al comportarse como un patdgeno intracelular, puede
sobrevivir dentro de los macrofagos e invadir células no fagociticas como las células
epiteliales, células endoteliales o hepatocitos (Gaillard y col., 1987; Kuhny col., 1988;
Dramsi y col., 1995; Drevetsy col., 1995; Guzman y col., 1995; Dramsi y col., 1998).
La capacidad de Listeria monocytogenes para escapar a citoplasma, proliferar y
diseminarse a través de las células adyacentes es esencial para €l potencial patdgenico
de labacteria.

Lainvasion de Listeria monocytogenes en |os macrofagos es un proceso que no dirige el

patdgeno, sino la célula; pero la entrada de Listeria monocytogenes en fagocitos no
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profesionales es un mecanismo dirigido por la bacteria tras la unién de receptores
especificos de superficie cdular (Alvarez-Dominguez y col., 1993; Karunasagar y col.,

1994; Alvarez-Dominguezy col., 1997a; Dramsi y col., 1998).

4.1. Ciclodevidade Listeria monocytogenes

El ciclo devida intracelular de Listeria monocytogenes en ambos tipos celulares
essimilar eimplicalaaccion de diversos factores de virulencia
(1) en la entrada de la bacteria en la célula intervienen las internalinas, InlA e InIB; la
proteina formadora del septum, p60; y |a proteina que polimeriza actina, ActA (Alvarez-
Dominguez y col., 1997a), a continuacion, (2) la bacteria queda englobada en una
vacuola que de forma genérica se denomina fagosoma (Gaillard y col., 1987), donde la
bacteria queda sometida a un ambiente hostil; (2t) posteriormente, |a bacteria modifica
dicho fagosoma para crear un ambiente favorable para su supervivencia, 1o que se
produce en dos etapas. temprana y tardia. En la etapa temprana, la bacteria bloguea la
maduracion de este fagosoma inactivando a regulador del trafico fagosomal/endosomal,
Rab50, mediante la accion de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, GAPDH, e
inhibiendo las interacciones con los lisosomas y secuencia mente después también con
los endosomas (Alvarez-Dominguez y col., 1997b; Alvarez-Dominguez y col., 2008). En
la etapa posterior o tardia, (2f) la membrana del fagosoma se rompe gracias ala accion
conjunta de la LLO, proteina formadora de poros, y de la fosfolipasa PI-PLC en los
fagosomas primarios y de LLO y la fosfolipasa PC-PLC en |os fagosomas secundarios.
(3) Tras la ruptura de la membrana fagosomal, la bacteria escapa a citosol, donde se
replicay activa la polimerizacion de los filamentos de actina a su alrededor gracias ala
accion de ActA, formando una estructura denominada “cometa” que le sirve de fuerza
motriz propulsora (Gaillard y col., 1987; Portnoy y col., 1988). (4-6) Estas colas de
cometa formadas por filamentos de actina, le permite a la bacteria pasar a la célula
vecina sin tocar e medio extracelular y continuar e ciclo invadiendo otras células
(Dabiri y col.,1990; Mounier y col., 1990; Theriot y col., 1992; Tilney y col., 1993;
Theriot y col., 1995; Sechi y col., 1997; Robbinsy col., 1999) (Fig.4).
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Figura4. Representacion esquemética del ciclo de vidaintracelular de Listeria monocytogenes. Alrededor
del esquema del ciclo se observan diversas micrografias obtenidas de microscopia electrénica que

representan las fases de infeccién de Listeria monocytogenes.

El ciclo infectivo de Listeria monocytogenes se inicia con su internalizacion en
la célula hospedadora, ya sea por fagocitosis —en el caso de los macr6fagos— o por
fagocitosis inducida (invasion) en los fagocitos no profesionales. En todo caso, es €
propio microorganismo el que promueve su endocitosis, asegura su libertad en € citosol
de la célula eucariota, prolifera eficazmente y se desplaza hacia € exterior, para inducir
su entrada en las células adyacentes, sin que ello represente su exposicion a la accion
defensiva de anticuerpos, complemento o células polimorfonucleares (PMNS).

En concreto, los eventos implicados en el proceso infectivo global, son:

A. Entrada alas células del hospedador
B. Escape del fagosoma
C. Desplazamiento intracitopl asmico.

D. Diseminacion célulaacélula
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A. Entrada a las células del hospedador

Evidentemente, la forma en que & microorganismo invade las células no fagociticas, es
semeante a la clasica fagocitosis, ya que implica la interaccion del ligando del primero
con € receptor de las segundas y toda una serie de reestructuraciones en la membrana
de la célula “blanco”, las cuales se producen mediante un mecanismo similar al cierre

de las cremalleras zipper.

Proteinas de Listeria monocytogenes que participan _en la internalizacion. Las

internalinas A v B vy otros miembros de lafamilialnl.

La entrada de Listeria monocytogenes en las células epiteliales se ha estudiado
ampliamente, lo que ha permitido identificar a la internalina A (InlA), proteina de 80
kDa que media la entrada bacilar a las células del epitelio intestinal humano (linea
Caco-2) y aalgunas otras células epitdiales. El gen Inla codificaala proteina InlA que,
a su vez, forma parte de una familia de multigenes llamada Inl, a la cua también
pertenece e gen que codifica a InIB, molécula proteica de 67 kDa que promueve €l
ingreso bacteriano a los hepatocitos, tanto in vitro como in vivo, y a otras lineas
celulares, epiteliales o de fibroblastos, incluidas HeLa, HEp-2, L2y Vero.

Ademas de las internalinas mencionadas anteriormente, se han descrito alrededor de 27
Inl en Listeria monocytogenes entre las que se puede mencionar InlC, InIC2, InID y
otras proteinas con actividad de autolisina como Auto, Ami y p60 (Lopez y col., 2006).
Junto a estas proteinas accesorias se tiene otra proteina LPXTG, la proteina Vip, que se
encuentra unida a peptidoglicano y que también es necesaria para €l ingreso de Listeria
monocytogenes a varias lineas celulares epiteliales (Reis y col., 2010; Camgjo y cal.,
2011). Sin embargo, InlA e InIB, siguen siendo los principales factores de virulencia
implicados en la invasiéon celular, en especial en fagocitos no-profesionales (Pizarro-
Cerda y col., 2012). En este proceso de internalizacion son las modificaciones post-
traduccionales que sufren los receptores de las InlA y InlB, E-cadherina 'y Met, las
responsables de la activacion de |a cascada de sefides que conlleva a la polimerizacion
de los filamentos de actina, proceso fundamental para la internalizacion e invasion de
Listeria monocytogenes. Ademas (Veiga y col., 2007), informan de la participacion de

clatrina en este proceso, hallazgo bastante sorprendente, ya que esta moélecula se
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relacionaba solo con la internalizacion de macromol éculas. Actualmente, se conoce que
clatrina actdia como una plataforma para €l reclutamiento de proteinas como Dab2, Hip
1R y miosina VI, todas involucradas en €l rearreglo de los filamentos de actina. Sin
embargo, los eventos moleculares intimos que se producen entre la endocitosis mediada
por clatrina y los rearreglos de actina durante la invasion de Listeria monocytoges no se
conocen ain (Mostowy y col., 2012).

Proteina p60

Esta proteina de 60 kDa se localiza en la superficie bacteriana y, ademas de resultar
trascendental para el crecimiento celular por ser la proteina formadora del septum en su
division, también participa en lainvasion intestinal por Listeria monocytogenes; se trata
de una mureina-hidrolasa gjena a gen regulador central de virulencia prfAy presente en
todas las cepas virulentas. Cuando € gen que codifica para la p60 es afectado, las
mutantes con bajos niveles de |a proteina son filamentosas y manifiestan una pequefia o

nula capacidad parainvadir las células hospedadoras (Vera y col., 2013).

ClpC ATPasa

Esta pertenece a la familia de proteinas de choque térmico Clp (100 kDa),
implicadas en la tolerancia al estrés de varios microorganismos procariéticos y
eucaridticos. Su papd en la invasién es & de promover € escape bacteriano del
compartimiento fagosdmico de los macréfagos pero, ademés, favorece la invasion in

Vivo

Las 2 vias de internalizacién de Listeria monocytogenes.

%+ Ingreso mediado por laInlA

Esta via de internalizacion también implica a receptor de la InlA: la caderina-E,
lacual corresponde a una glicoproteina transmembrana (110 kDa) dependiente de Ca?*,
que se expresa principalmente en los teidos epiteliaes, incluido e tracto digestivo.

Dicha proteina sustenta la adhesion célula-célula a través de las interacciones
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homofilicas de sus dominios extracelulares, aunque también desempefia un papel critico
en la diferenciacion de las células y en e mantenimiento de la cohesién y arquitectura
del tgiido. Al margen de la InlA, e Unico ligando heterofilico que reconoce a dicha
caderina es la integrina humana E7, que media la adhesién entre los linfocitos
intraepiteliales y los enterocitos. En las células epiteliaes polarizadas, la caderina-E se
localiza principalmente en la membrana basolateral y se concentra en las uniones
adherentes; de acuerdo con €llo, la entrada bacteriana mediada por la InlA, ocurre
fundamentalmente a través de la cara basolateral (posterior) de las células epiteliales. La
region extracelular de la caderina-E consta de 5 modulos, en € primero de los cuales se
encuentra una secuencia (HAV), necesaria en las interacciones homofilicas. Este
mecanismo de entrada solo es factible en é hombre ya que los roedores, incluido €
modelo experimental murino, carecen de caderina-E (Mostowy y col., 2012).

Los estudios recientes indican que la adhesion de Listeria monocytogenes a las células
epiteliales depende de las repeticiones ricas en leucina (LRRS) de la InlA, las cuales
reaccionan con el dominio extracelular de la caderina-E; adicionalmente, e dominio
citoplasmico de esta Ultima se asocia a las cateninas, las cuales interactian con la actina
del citoesqueleto. Es decir, la region citoplasmica de la caderina-E no interactda con la

InlA, pero se requiere paralainternalizacion bacilar (Garza-Velasco y col., 2008).

¢ Internalizacion mediada por lanlB

Otro mecanismo mediante €l cual Listeria monocytogenes invade las células
eucariotas estd basado en la interaccion de la InIB con su receptor gClg-R, lo que asu
vez, promueve otras reacciones trascendentales en cascada que conducen a la
reestructuracion de la actinadel citoesguel eto.

Cabe destacar que € enlace de la InIB a gC1g-R depende de la presencia de cationes
divalentesy que laregion N-terminal altamente acidica de este Ultimo contiene la diana.
De hecho, la entrada de la bacteria a la mayoria de las lineas celulares empleadas in

vitro no es promovida por lalnlA, sino por lalniB.

Unavez se produce la reaccién internalina-receptor, sucede o siguiente:
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« Se fosforila la tirosina de tres proteinas de la célula hospedadora: Gabl, Cbl y Shc,
con lo cua éstas activan a la 3-kinasa fosfatidil-inositol (PI-3kinasa); dicha enzima
representa una de las proteinas de sefidizacion que promueve la internalizacion

bacteriana

* La proteina p85 de la PI-3kinasa, interactlia con proteinas tirosin-fosforiladas, |0 que
activa a las p85-p110, incrementando los niveles de fosfatidilinositol 3,4-difosfato y de
fosfatidilinositol 3, 4,5-trifosfato. Ambas fosfoinositidos difunden y actian como
segundos mensgeros y su elevada concentracion afecta a la curvatura de la bicapa

lipidica membranosa, facilitando lainternalizacion bacteriana (Veray col., 2013).

B. Escape del fagosoma

Una vez gue Listeria monocytogenes ha entrado en la célula hospedadora, se
lleva a cabo la lisis de la membrana vacuolar o fagosoma, mediante la accion de una
potente toxina formadora de poros: lalisteriolisina O (LLO), la cual promueve € escape
del microorganismo antes de que ocurra la fusiéon fagolisosomal. Sin embargo, otros
factores que participan en e proceso son: la fosfolipasa C fosfatidilinositol-especifica
(PI-PLC) y la ClpC ATPasa, un miembro de la familia Clp-ATPasa de proteinas de
estrés que promueve € escape del fagosoma en |os macrofagos.

Adicionalmente, Listeria monocytogenes produce catalasa y superdxido dismutasa, dos
enzimas que la protegen de la oxidacién fagolisosdmica. Una vez realizada la lisis del
fagosoma, el microorganismo es liberado a citosol, donde se multiplica con un tiempo
de generacion de 50 minutos, 1o que se considera una alta velocidad de crecimiento para

un patégeno intracelular.

ListeriolisinaO

La LLO es una exoproteina antigénica (60 kDa) codificada por € gen hly (“por
hemolysin™) y perteneciente a una gran familia de citolisinas formadoras de poros
activadas por grupos sulfhidrilo, cuyo prototipo es la estreptolisina O de Streptococcus
pyogenes. La LLO se enlaza a colesterol de la membrana celular e inserta y

oligomeriza de 20 a 80 mondmeros que forman los poros. Sin embargo, la LLO es,
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entre las citolisinas, la Unica producida por una bacteria intracelular y activa a pH bgjo,
como €l que actiaen € interior del fagolisosoma.

Ademés, esta hemolisina es responsable de la hemadlisis tipo B que caracteriza a las
colonias de Listeria monocytogenes en agar sangre. A este respecto, diversos trabaos
han demostrado que las escasas cepas no hemoliticas de este patdgeno suelen ser
avirulentas debido a que, aungue llegan a ser invasivas, son incapaces de escapar de la
vacuolafagocitica, también llamada fagosoma.

Dado que la LLO presenta una actividad mé&ximaapH 5y esinactivaa pH 7, origina
escasos efectos darinos sobre la membrana celular cuando la bacteria se encuentra libre
en e citosol; su vida media es muy corta en dicho ambiente, ya que se degrada
rapidamente al ser fosforilada en tres sitios de su secuencia, secuencia conocida como
PEST (por prolina, &cido glutamico, serinay treonina).

Por ultimo, la LLO induce la apoptosis, estimula a diversas quinasas y promueve la
expresion de moléculas de adhesion y la generacion de mediadores lipidicos en las
células endoteliaes infectadas (Gedde y col., 2000; .Mostowy y col., 2012).

C. Desplazamiento intracitoplasmico

En términos mas précticos, puede sefidarse que este microorganismo también
manipula los componentes del citoesqueleto de la célula hospedadora para poder
transitar intracelular e intercelularmente.

Esta particular forma de locomocion ha recibido gran atencién de la comunidad
cientifica, debido a su similitud con diferentes eventos celulares, tales como la
migracion de los neutrdéfilos hacia los sitios de infeccion o las metéstasis de las células
cancerigenas. La movilidad de Listeria monocytogenes se sustenta en €l hecho de que,
durante el proceso de internalizacion, la superficie bacteriana adsorbe varios filamentos
cortos de actina (situados originalmente en e cortex de la célula “diana’), merced a la
afinidad de ésta por la proteina de Listeria monocytogenes, ActA, la cual presenta una
distribucion polarizada sobre € bacilo; cuando la bacteria se encuentra en € citosol,
nuclea microfilamentos de actina en uno de sus polos, esto impulsa alas bacterias y las
asemeja a las colas de los cometas. La polimerizacion de la actina en uno de los polos
de microorganismo aporta la fuerza locomotora para que Listeria monocytogenes
transite en e ambiente intracelular a velocidades de 0.05 a 0.3um/seg. En generd, las
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colas propulsoras estan constituidas por polimeros de actina, que mediante la velocidad
de recambio (& efecto que produce e crecimiento de filamentos por un lado y
decrecimiento por otro, a la misma velocidad), del microfilamento de actina producen
un efecto de propulsion y desplazamiento bacteriano por € cortex celular.

Cabe sefidar que la actina es uno de los componentes proteicos mas abundantes del
citoesqueleto y de las células eucariotas en general (5-15% de la proteina soluble total
dependiendo del tipo celular), une Ca®* y es una ATPasa que hidroliza 1 molécula de

ATP a ensamblar cada monomero al polimero.

ActA

Esta proteina de la superficie de Listeria monocytogenes de 90 kDa y 610

aminoacidos codificada por €l gen ActA y consta de tres dominios:

_ El dominio N-termina (de 1 a 234 aminoé&cidos), es fundamental para la
polimerizacion de laactinaen € citosol de la célula hospedera.

_Un dominio central (de 235 a 395 aminoéacidos), que no es indispensable, pero actia
como estimulador de la movilidad, debido a que contiene una region con 4 pequefias
repeticiones ricas en proling, las cuales actian como sitios de enlace para la proteina
VASP.

__ El dominio C-terminal hidrofébico (de 396 a 610 aminoéacidos), con e cua la actina
reacciona para quedar fija a la superficie bacteriana. ActA comparte similitudes con
algunas proteinas eucaridticas relacionadas con la actina del citoesqueleto: su dominio
N-terminal presenta secuencias homologas a la region C- termina de la vinculina,

proteina humana que se asocia alas fibras de tension y a adherencias focales.

Adicionalmente, e dominio N-terminal de ActA forma homodimeros, lo cua también
representa un paso critico en la polimerizacion de-acting; al parecer, cada dimero se une
aotro de actina y, gracias a €llo, la cercania entre los mondémeros actinicos estimula el

proceso de polimerizacion.
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ACctA vy su interaccion con proteinas de la célula hospedadora

El hecho de que la ActA predomine en uno de los polos bacterianos y sea muy
escasa en el opuesto, determina ladireccion del movimiento.
Evidentemente, para promover e desplazamiento bacilar, dicha molécula no sdlo
interactlia con actina, sino con otras proteinas del citoesgquel eto hospedador, destacando
VASP, profilinay Arp2/Arp3 (proteinas relacionadas con la actina), todas ellas se les ha
detectado formando parte de las colas actinicas, cercanas a la superficie de Listeria
monocytogenes. VASP (46-50 kDa) se enlaza a la region central de ActA y, a mismo
tiempo, lo hace a profilina, con lo cua contribuye a una eficaz polimerizacion de acting;
en cuanto a profilina (15 kDa), se une a los mondmeros de actina 'y regula el ensamble
de los filamentos actinicos. Por su parte, € complgo Arp2/Arp3 (43 kDa 'y 50 kDa,
respectivamente) se ha localizado, tanto cerca de la superficie bacteriana como a lo
largo de la cola de actina 'y, al parecer, se encarga de llevar a cabo la interconexion de
los filamentos, a través de pequefias ramificaciones. Logicamente, la continuidad de la
polimerizacion actinica durante e transito intracelular de Listeria monocytogenes
requiere de la despolimerizacion secuencia de los filamentos para € permanente
reciclg e de las subunidades monoméricas. En tales eventos sobresale la participacion de
otras proteinas del hospedador, sobresaliendo gelsolinag, el factor despolimerizador de
actina (ADF) y cofilina.

D. Diseminacion célula a célula

Incuestionablemente, la adquisicion de movilidad asociada a filamentos
actinicos tiene como su principal propdsito que Listeria monocytogenes puedainvadir a
otras células del hospedador. Una vez que han proliferado en € citosol de su primera
célula “diana’, los bacilos se desplazan hacia la membrana celular de ésta y la
“empujan” progresivamente (debido a la polimerizacion de actina en las colas),
provocando gue produzca prolongaciones alargadas, |lamadas filopodios o protrusiones,
desde cuyo interior continlan gerciendo presion; de esta manera, dichas proyecciones
terminan inyectandose en las células adyacentes, con lo cual labacteriavolvera a quedar
encerrada dentro de un fagosoma (secundario), esta vez de doble membrana, del cual

procedera a escapar y arepetir 10s eventos que protagonizo anteriormente.
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Cabe sefidar que, tanto en la formacion de las protrusiones como en € propio
englobamiento de estas Ultimas por parte de la célula adyacente, es posible que ActA
desemperie alguna funcion primaria alin desconocida. Sin embargo, el papel indirecto de
dicha proteina es incuestionable ya que, durante la formacién de las protrusiones, las
colas de actina ligadas al microorganismo vuelven a insertarse, via su region positiva, a
la membrana celular de la primera cdlula diana; en otras palabras, a partir de ese
momento y hasta su escape del fagosoma de la célula adyacente, €l bacilo se encuentra
acoplado a la membrana de la célula eucariota. Ademéas de la ActA, tienen gran
importancia las proteinas LLO y PICA, que disuelven en la céula adyacente las
membranas fagosomales, ahora doble membrana (Gedde y col., 2000; Liu y col., 2007;
Camgoy col., 2011) y asi la bacteria puede seguir su diseminacién intracelular.

Listeria monocytogenes es un colonizador facultativo que se adaptd a un amplio
rango de temperaturas, |0 mismo crece en la nevera o en € suelo a 4°C como en €
cuerpo de un hospedador a 37°C. En su hospedador, se adapt6 rapidamente a ambiente
pobre en oxigeno y se convirtié en patdégeno. Esta transicion entre la vida sapréfita del
microorganismo, viviendo de las plantas en descomposicion, y la de un patdgeno
intracelular capaz de causar una grave enfermedad, es la causa de curiosidad de muchos
investigadores.

4.2. Factores devirulencia

Como se hamencionado anteriormente, yaen 1989, Lewis Tilney y Dan Portnoy
descubrieron la causa del movimiento a propulsién de Listeria monocytogenes en €
interior de la c8lula. Descubrieron que este movimiento no lo realiza su flagelo. Este
organulo es € principa propulsor de Listeria monocytogenes en e medio ambiente,
pero antes de entrar en & organismo hospedador junto con los alimentos contaminados,
gue se encuentra a unos 37°C aproximadamente, |a bacteria se desprende del flagelo,
puesto que ya no le hara falta ya que éste se inactiva a esa temperatura.

Comparando la velocidad de la polimerizacion de la actina en la célula hospedadora con
la distancia recorrida, los investigadores se imaginaron que la bacteria avanzaba por la

célula construyendo, peldario a peldafio, una especie de escalera de actina.
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Este gen gue codifica para la proteina que produce esta cola de actina forma parte de un
operdn, e cua también contenia € gen de la fosfolipasa. A este gen se le llamé actA,
gendeActinaA (Fig.5).

L. monocytogenes
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Figurab5. Esquema del operon prfA que codifica para algunos de los factores de virulencia més

importantes de Listeria monocytogenes.
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Figura 6. Esquema representativo de la adaptacion de Listeria monocytogenes de la vida saprofitica a la
vidaintracelular patogénica.

Todos los factores de virulencia de Listeria monocytogenes tan solo se producen
a 37°C, temperatura basal de sus hospedadores mamiferos. Por e contrario, |0s genes de
virulencia no se expresan a temperatura ambiente. Por ello se propuso la hipotesis de

que un “interruptor” o un factor de transcripcion que regula los genes principales de la
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virulencia, que podria estar regulado por temperatura. Recientemente, demostraron
como e sistema de regulacion depende de la estructura temperatura-dependiente del
ARN mensgjero del gen PrfA que codifica para €l factor transcripcional PrfA (Fig.5)
(Veray col., 2013). A temperaturas inferiores de 37°C, la secuencia terminal del ARN,
se repliega formando una horquilla que hace inaccesible la secuencia de iniciacion para
gue se una €l ribosomay se traduzca PrfA. A 37°C e ARN se despliega 'y PrfA puede
traducirse, lo que dispara la expresion del conjunto de genes de virulencia del operén
PrfA (Fig.5 y Fig.6). De este modo, la bacteria pasa de ser inofensiva a ser patégena a
través de esta activacion/inhibicién de PrfA. A este elemento de ARN que actlia al
principio de la transcripcion se le denomind termosensor. Pero este termosensor no se
comportaba como la mayoria de los ARNs pequefios, Siho que se parecia a los
elementos ribointerruptores, que forman una horquilla dentro de los ARNs mensgjeros e
inhiben su traduccién.

l-n'nr-miurl

ribosome

lran':|.1tlnh

#

Pria turms on:

= The E-cadherin binding protein, internalin

= Listeriolysin D, a pore forming toxin and two phospholipases to destroy the membrane
= ActA that sllows for Intra- and Inter- celhdar movements

= Dther virulence genes, Including a host sugar upiake system

Figura 7 Diagrama del funcionamiento: activacién/inhibicion del operdn PrfA.
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El gen prfA funciona como interruptor principal de los genes de virulencia de
Listeria monocytogenes (Drevers y col., 1995). A temperaturas bgas (izquierda de la
imagen anterior) (Fig.7), cuando la bacteria vive en materia vegetal en descomposicion,
la secuencia de iniciacion del ARN mensgjero de PrfA esta plegada en forma de
horquilla. Cuando la temperatura sube a 37°C, |a temperatura del cuerpo (centro de la
imagen anterior), la horquilla se abre y queda accesible la secuencia de iniciacion a la
que se une € ribosoma iniciando la traduccion del mensajero del gen (derecha de la
imagen anterior).

Tampoco se halogrado identificar las moléculas de superficie que median lainteraccion
“célula hospedadora—célula hospedadora” durante el proceso que engloba a la
protrusion, ni si aguélla incluye algun proceso activo o pasivo dependiente de la célula
gue actuara como receptora de bacterias.

Por € contrario, recientemente se han reconocido 3 factores de virulencia bacterianos
implicados en lalisis de la vacuola de doble membrana: dos fosfolipasas (la lecitinasa
PlcB y laPI-PLC o fosfolipasaA) y una metal oproteasa (Mpl).

L ecitinasa o fosfolipasaB

También conocida como fosfolipasa C especifica de fosfatidilcolina (PCPLC),
exoproteina codificada por € gen plcB que, en su forma activa, provoca la destruccion
de la vacuola de doble membrana mediante la hidrdlisis de los lipidos de la membrana,
como la fosfatidilcolina (PC). Su actividad éptima se produce de pH 5.5 apH 7 y puede
actuar sobre un amplio rango de sustratos, particularmente sobre la PC, pero también se
puede unir a una gran variedad de fosfolipidos, incluidos la esfingomielinag, la
fosfatidilserina, la fosfatidiletanolamina y a los liposomas. Esta lecitinasa o
fosfolipasaB es secretada como un precursor inactivo (proPC-PLC) de 33 kDa, a partir
del cual, por una escision proteolitica en su region N-terminal, se genera la forma
activa. Dicha activacion puede ocurrir por dos mecanismos. € primero depende
precisamente de la Mpl, dependiente de zinc, en tanto que, e segundo, es mediado por

una proteasa de cisteina.
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Fosfolipasa C fosfatidilinositol -especifica (PI-PLC) o fosfolipasaA

A diferencia del mecanismo de formacién de poros utilizado por la citolisina
LLO, esta enzima (33 kDa) afecta a la membrana celular de las células hospedadoras
hidrolizando €l lipido de membrana, fosfatidilinositol (Pl). Esta codificada por € gen
plcA, que desempefia un papel importante en €l escape del bacilo, de las vacuolas de
doble-membrana, de los fagosomas secundarios, en la célula vecina tras el paso de la
bacteria de c8lula a célula. Su actividad catalitica es necesaria en otras numerosas

funciones intracelulares de Listeria monocytogenes.

Para facilitar € proceso invasivo, algunos patdgenos intracelulares producen
factores de virulencia. En Listeria monocytogenes (ver seccion anterior de factores de
virulencia), los factores de virulencia se pueden clasificar en: i) factores de entrada; ii)
factores fagosomales y iii) factores citosolicos. La adhesion y entrada de Listeria
monocytogenes en la célula esta dirigida por la accion de proteinas expresadas en la
superficie de la bacteria como las internalinas, la proteina formadora del septum, p60 e
incluso ActA (Lecuit y col., 2000; Khelef y col., 2006; Pizarro-Cerda y col., 2006;
Camgjoy cal., 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, otro factor de virulencia de entrada
presente en todas las especies del género Listeria es la proteina de superficie p60,
codificada por € gen iap. Se ha relacionado e defecto en la produccion de la p60 con
una disminucién de la virulencia de la bacteria, ademés de existir una relacion con una
reduccion en la invasividad, particularmente en experimentos reaizados con
fibroblastos.

Resulta extremadamente dificil determinar el papel preciso que tiene la p60 en la
virulencia ya que debido a su actividad mureina hidrolasa es esencial parala viabilidad
celular, y los mutantes del gen iap son letales, ya que las bacterias pierden la capacidad
de invasion (Wuenscher y col., 1993). Algunos autores sugieren que la p60 media la
respuesta inmune innata a través de la activacion del factor nuclear kB (NF kB) e
induciendo la produccién de citocinas proinflamatorias (Sashinami y col., 2010)

Al traspasar la membrana plasmatica Listeria monocytogenes queda incluida en

vesiculas fagociticas (vacuola o fagosoma primario). Esta vacuola se fusiona con los
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endosomas que contienen algunas enzimas proteoliticas y un pH ligeramente écido.
Posteriormente, estos fagosomas de Listeria monocytogenes también pueden
interaccionar con los lisosomas pero en un porcentaje muy bajo y de formaineficaz. No
obstante a estas vacuolas tras la fusién con endosomas y agun lisosoma se les ha
denominado genéricamente, “fagolisosomas”, aunque su nombre correcto deberia de ser
“fagoendosomas”. Estos “fagolisosomas” son capaces de degradar un ndmero
significativo de bacterias, antes de gque las bacterias viables restantes logren escapar al

citosol.

En la etapa fagosomal temprana, |a bacteria bloguea la maduracion del fagosoma
y las interacciones con |os lisosomas; en esta inhibicién participa la GAPDH(Imo2459)
gue inactivaa regulador dd tréfico endosomal-lisosomal, Rab5a.
Las condiciones adversas en e interior del “fagolisosoma” no permiten la
multiplicacion de Listeria monocytogenes, pero inducen la secrecion de otro factor de
virulencia, del que se ha hablado anteriormente, la LLO. Esta actta tras la accion de la
GAPDH(Imo2459), en la etapa fagosomal tardia y mediante dos acciones secuenciales.
Primero, LLO se inserta y oligomeriza en las membranas fagosomales, 1o que impide
las interacciones con los lisosomas (Henry y col., 2006) y posteriormente, a ser una
proteina formadora de poros y con la ayuda de otro factor de virulencia, lafosfolipasa C
especifica de fosfatidil-inositol, PI-PLC y codificada por € gen plcB, rompen la
membrana fagosomal y la bacteria escapa a citosol, donde se replica. Existen
evidencias de que en bacterias que carecen del gen de la LLO, denominadas ALLO, la
bacteria disminuye notablemente su capacidad invasiva y no es capaz de reproducirse,
a no poder escapar del fagosoma (Glomski y col., 2003).
Como ya se ha mencionado, a la etapa fagosomal, prosigue la etapa citosolica, donde
Listeria monocytogenes polimeriza filamentos de actina a su arededor gracias a la
accion de la proteina ActA, gue interviene en la interaccion de Listeria monocytogenes
con la célula hospedadora, permitiendo e paso de la bacteria dentro de la célula
infectada a otras células, y constituyendo posiblemente un ligando en el reconocimiento
especifico de los receptores de proteoglicanos de heparan sulfato de la célula eucariota
(Alvarez-Dominguez y col., 1997). ActA esta codificada por € gen actA y aquellas
cepas bacterianas deficientes en ActA, en adelante denominadas AACtA, presentan una

menor capacidad de invadir las células vecinas debido a blogueo en la diseminacion de
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célula a célula. Este filopodio, a tomar contacto con la célula vecina, es fagocitado,
guedando la bacteria incluida en los fagosomas de la célula vecina lo que se denomina,
vacuola 6 fagosoma secundario/a y tras lo cual se reinicia un nuevo ciclo infeccioso.
Estas vacuolas secundarias poseen una doble membrana y requieren la accion conjunta
de laLLO, PI-PLC y otra fosfolipasa C especifica de fosfatidilcolina, PC-PLC, para
disolver la membrana y poder escapar a citosol (Goebel y col., 1997; Bannam vy col.,
1999).

5. Inmunidad frentealainfeccidn por Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ha sido esencia para la comprension de los mecanismos
celulares del sistema inmune, como se indica en la seccion anterior dedicada a la
listeriosis experimental. Pero ademas, la utilizacién de Listeria monocytogenes en €
modelo de infeccion murino ha servido para desvelar la importancia de los macrofagos
activados en la defensa frente a patdgenos intracelulares o la funcion del linfocito T en
la activacion del macréfago y lainmunidad celular (Northy col., 1973; Valencia-Ortega
y col., 2000)

La inmunidad frente a la infeccion por Listeria monocytogenes puede ser dividida en
dos fases. La primera inespecifica o innata, mediada principamente por céulas del
sistema mononuclear fagocitico, neutréfilos y células asesinas naturales o NKs, y la
segunda , una fase de inmunidad adquirida necesaria para la resolucion completa de la

infeccion mediada principalmente por linfocitos T especificos (Fig.8).
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Control of infection
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Figura 8. Esquema representativo del control de lainfeccién por larespuestainmunitaria.

5.1. Inmunidad innata/inespecifica

La respuesta inmune innata es esencial para la supervivencia de las células
infectadas, e implica una interaccion coordinada entre diversos tipos de cdlulas y la
produccion de numerosas citocinas. Este tipo de respuesta ha sido muy estudiada en
ratones con inmunodeficiencia combinada grave (SCID) que carecen de célulasB y T,
lo cua permite € estudio de la respuesta innata frente a la infeccion con Listeria
monocytogenes antes del desarrollo de la inmunidad celular. Estos ratones son muy
resistentes a lainfeccion en los primeros estadios, sin embargo son incapaces de detener
lainfeccion alargo plazo (Edelson y Unanue, 2000).

Después de producirse la infeccion con Listeria monocytogenes, la bacteria coloniza las
células epiteliales del intestino y pasa a la zona basolateral de estas células donde los
fagocitos (por g emplo, macréfagos, células dendriticas y polimorfonucleares) disparan
la generacion de una respuesta inmune, con la secrecion primaria de linfocinas pro-
inflamatorias como IL-1, TNF-a elL-12 (Fig.8).

Estas linfocinas activan la produccion de IFN-y por linfocitos T citotdxicos y células

NKs, primera linea de defensa frente a la infeccion, 1o que a su vez activa a los
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macrofagos y permite e aclaramiento definitivo de la bacteria de forma intracelular en
dichos macrofagos activados. Aquellas bacterias que no hayan podido ser eliminadas,
pasan a higado y a bazo. Tanto IFN-y como TNF-a, son dos citocinas esenciales en la
defensa contra la infeccion por Listeria monocytogenes, o que se ha demostrado en
estudios con ratones deficientes en estas citocinas o0 de sus receptores, 10 que provoca
que estos ratones rapidamente sucumban a la infeccion. Es més, directamente IFN-y y
TNF-a. promueven sefides de activacion en los macréfagos que aclaran
intracel ularmente a la bacteria, aunque los mecani smos bactericidas que ambas citocinas
inducen en estas células sean distintos (Rothe y col., 1993).

Durante las etapas tempranas de la colonizacion hepética, los granulocitos
polimorfonucleares son reclutados en los sitios de infeccion, en respuesta a la liberacion
de sustancias quimiotacticas por parte de los hepatocitos. Los neutréfilos desempefian
un papel clave en el control inicial de Listeria monocytogenes, ya que aparecen en los
sitios de infeccion en las primeras 24horas y destruyen la bacteria en los hepatocitos
infectados, limitando de forma importante su multiplicacion. La importancia de los
neutrofilos fue demostrada por varios investigadores mediante €l uso de anticuerpos
monoclonales que reducian su nimero durante la infeccion (Rogers y Unanue, 1993;
Czuprynski y col., 1994). Los ratones con menor nimero de neutrofilos tienen una
infeccion letal temprana, con grandes focos de bacteriasen e parénquima hepatico.
Rogers y col. demostraron que en la infeccion de los hepatocitos por Listeria
monocytogenes, tanto in vitro como in vivo, se producia apoptosis de los hepatocitos y
liberacion de factores quimiotécticos por parte de los neutrofilos (IL-1Q, IL-6 y TNF-a)
(Rogers y col., 1996). Los neutrofilos migran a higado y eliminan a los hepatocitos
apoptoticos mediante la liberacion de proteasas de los granul os secretores, permitiendo
la exposicion extracelular de las bacterias y destruyendo las bacterias liberadas a través
de la fagocitosis, o que previene a mismo tiempo su diseminacion a traves del
parénquima hepético.

Algunos trabajos muestran como la eliminacién inicia de Listeria monocytogenes en €l
higado no es trabgjo Unico de los neutrofilos, sino que las células de Kupffer o
macrofagos hepéticos, desempefian también un papel destacado. Estas células liberan
IL-1y TNF-q, las cuales activaran en cierta manera a los nuevos macréfagos, derivados
de monocitos sanguineos que son capaces de matar intracelularmente a Listeria
monocytogenes. Los macréfagos llegan a foco infeccioso inducidos por factores
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quimiotacticos y citocinas tales como, TNF-a, IFN-y, factor estimulador de colonias e
interleucinas (IL-1, IL-4, IL-6 e IL-12) o la expresién de moléculas de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1, CD54).

La reaccion inflamatoria se organiza dando lugar a la formacion de granulomas que
constituyen la lesidon caracteristica de la listeriosis murina y que forman una auténtica
barrera fisica que frena la progresiéon del foco infeccioso. Asi, las células de Kupffer
pueden inhibir la proliferacion de Listeria monocytogenes en € higado directamente
fagocitando y matando a los microorganismos, o indirectamente mediante la promocion
de la respuesta biolgica de otras poblaciones celulares, como promover la actividad
antimicrobiana de los neutrdfilos o la actividad de las células NKs (Essani y col., 1995).

Ademas, los hepatocitos juegan también un papel importante en la regulacion de la
infeccion, ya que producen en su citosol niveles atos de NO en respuesta a TNF-a o
gue elimina directamente un gran nimero de bacterias.

Aquellas bacterias que no han sido destruidas en €l higado pasan a bazo, donde sevaa
lograr su eliminacién total en la mayoria de los casos, ya que este 6rgano tiene un
potencial listericida tanto especifico como inespecifico. Las bacterias son captadas
inicialmente por neutrofilos y macrofagos situados en la zona marginal de la pulpa
blanca del bazo y en menor medida por los de la pulpa roja (Conlan y col., 1996).
Hacia € tercer dia post-infeccion, se produce un incremento en la capacidad listericida
de este 6rgano, 1o que coincide con una afluencia masiva de macréfagos y neutréfilos
(Kratz y Kurlander, 1998). Estos macréfagos, en las etapas tempranas de la infeccion,
activaran asu vez a células NKs gue liberan IFN-y, la citocina clave en el desarrollo de
la listeriosis. Este hecho se demostré administrando anticuerpos que neutralizaban la
accion del IFN-y lo que provoco la incapacitacion de dichos ratones para controlar una
infeccion subletal con Listeria monocytogenes (Nakane y col., 1990; Dunn y North,
1991). El IFN-y activa a los macréfagos e induce citocinas pro-inflamatorias como IL-1,
TNF-a, IL-6 0 IL-12, lo cual determina una respuesta TH1 caracteristicade lalisteriosis
y aumenta la capacidad listericida de estos macréfagos, que logran la eliminacion total
de las bacterias. La IL-12 actiia como una de las principales citocinas que participan en
la comunicacion entre la inmunidad innata y adquirida (Unanue y col., 1997), ya que
actua sobre los linfocitos CD4, y sinérgicamente junto con IL-1 y TNFa activan a las
células NKs y alos linfocitos CD8 para liberar méas IFNy, retroalimentando el sistema

hasta la completa eliminacién de las bacterias.
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5.2. Inmunidad adquirida/especifica

La respuesta inmune innata frente a Listeria monocytogenes es necesaria para €l
control inicial de la infeccion, sin embargo € desarrollo de la inmunidad celular
mediada por células T es critico para eliminar completamente a la bacteria (Emmerling
y col., 1997). Las células T memoria son también necesarias para la proteccion frente a
una nueva infeccion con la bacteria. Tanto los linfocitos T cooperadores (CD4+) como
los citotoxicos (CD8+) son fundamentales para lograr una resistencia eficaz contra la
infeccion por Listeria monocytogenes (Sasaki y col., 1990). El reconocimiento y
presentacion antigénica por parte delas células T es un paso critico para €l aclaramiento
de Listeria monocytogenes y también para establecer una proteccion frente ala bacteria.
La inmunidad mediada por linfocitos T cooperadores depende de la presentacion de
antigenos por e complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-I1) y la de
los linfocitos T citotoxicos por e complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
(MHC-1), ambos MHC son necesarios para la inmunidad adquirida frente a Listeria
monocytogenes debido a que este microrganismo esta presente durante la infeccion,
tanto en los fagosomas como en € citosol de las células presentadoras de antigeno, bien
sean macrofagos o células dendriticas. Esto se ha puesto de manifiesto gracias a la
descripcién de epitopos dominantes capaces de transferir inmunidad frente alisteriosis.
Hasta la fecha, se han descrito una serie de antigenos presentados bien en el contexto
del MHC-I que activarian a linfocitos T citotoxicos, o bien presentados en € contexto
del MHC-II que activarian alinfocitos T cooperadores (Geginat y col., 2001). También
se han descrito una serie de péptidos liberados por Listeria monocytogenes en las
células infectadas que son presentados a las moléculas de H2-M3, que son moléculas
pertenecientes @ MHC-1 no clasico. Estos péptidos son hidrofobicos y formilados e
Inician su secuencia con una metionina N-formilada.

Los antigenos de Listeria monocytogenes pueden ser presentados de diferentes formas
segun €l tipo de célula infectada. Cuando Listeria monocytogenes se encuentra en €l
citosol de casi cualquier tipo de célula adherente, |as proteinas secretadas por la bacteria
serdn degradadas por € proteasoma. Estos péptidos seran transportados al reticulo
endoplasmico, cargados en las moléculas MHC de clase | y presentados a la superficie
celular por los linfocitos T citotdxicos. Por otra parte, las bacterias que son destruidas

en los lisosomas van a ser presentadas a través de la molécula MHC de clase Il alos
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linfocitos T cooperadores. Los péptidos generados en 1os lisosomas también pueden ser
transportados a través del reticulo endoplasmico y ser presentados por el MHC de clase
| através de un proceso denominado presentacion cruzada (Heath y col., 2001).

El papel de los linfocitos T cooperadores en el control de la infeccion por Listeria
monocytogenes es menos conocido que € de los linfocitos T citotoxicos. Los linfocitos
T cooperadores también responden a la infeccidn frente a Listeria monocytogenes
confiriendo inmunidad protectora, aunque por mecanismos diferentes a los utilizados
por linfocitos T citotoxicos para proporcionar inmunidad a largo plazo. Estudios
realizados con ratones deficientes en e MHC-1 o MHC-I1 sugieren que los linfocitos T
citotoxicos son probablemente las células efectoras principales y criticas en la defensa
contra la infeccién por Listeria monocytogenes (Gregory y Liu, 2000). Sin embargo,
puesto que tanto los linfocitos T cooperadores como |os citotdxicos son los responsables
de la produccion de IFN-y durante la infeccion, ambos hipotéticamente podrian

transferir inmunidad frente a Listeria monocytogenes (Nakaney col., 1991).

53. I nmunidad humoral

La inmunidad de tipo humoral no es predominante en el establecimiento de la
resistencia a la infeccion por Listeria monocytogenes, 1o cual se demostré con €l hecho
de que no fuera posible conferir una inmunidad de tipo pasivo mediante el empleo de
suero hiperinmune (Miki y Mackaness, 1964). Listeria monocytogenes se disemina de
célula a céula eludiendo e contacto con e medio extracelular, y esta estrategia
explicaria e por qué los anticuerpos préacticamente no intervienen ni en la eliminacion
de este patodgeno tras la infeccion, ni en la proteccidn frente a infecciones secundarias
por Listeria monocytogenes, siendo la respuesta inmunitaria de tipo celular,

estrictamente dependiente de células T cooperadores y citotoxicos, la unica eficaz.
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6. Compartimentos intracdlulares. Los fagosomas, donde se destruye

Listeria monocytogenes

La fagocitosis es un mecanismo de la respuesta inmune innata en e que las
células fagociticas son capaces de detectar antigenos extrafios. Dicho proceso se
desencadena cuando las moléculas de la pared del microorganismo interaccionan con
receptores de la membrana de la célula hospedadora. El patdgeno es secuestrado por la
membrana plasmatica encapsulados en los fagosomas primarios (Duclos y col., 2000;
Marshall y col., 2001). Algunos patdgenos intracelulares utilizan este mecanismo como
via de entrada a la célula para su replicacion en otro compartimiento, de tal manera que
una vez dentro de la vesicula son capaces de lisarla y liberarse a citoplasma, como
Listeria monocytogenes, o favorecen lafusién con € lisosoma soportando € pH &cido y
las enzimas hidroliticas del fagolisosoma, como agun parasito intracelular, por ggemplo

Leishmania major (Viay col., 1997).
6.1.  Destruccion fagosomal

Los principales mecanismos descritos hasta la fecha que participan en la
destruccion fagosomal de Listeria monocytogenes son dos: (A) 10s mecanismos no

oxidativos, denominados también lisosomalesy (B) |os mecanismos oxidativos.

A. Los mecanismos no oxidativos 6 lisosomales

Estos se refieren a proceso de maduracion fagosomal, es decir, a la modificacion que
sufren los fagosomas (0 endosomas) y posteriormente con los lisosomas. Gracias a la
maduracion fagosomal, los fagosomas adquieren proteinas enzimaticas que reducen €l
pH fagosomal, como e complejo multienzimético de la proton ATPasa, H-ATPasa,
enzimas lisosomales hidroliticas, como la familia de las catepsinas y proteinas
lisosomales de membrana que colaboran en los procesos de fusion e interaccion con los
lisosomas, como las de las familias LAMPy LIMP (Duclosy cal., 2000).

Pero ademés, de enzimas lisosomales, reguladores del pH, hidrolasas y proteinas de
membrana; los fagosomas también adquieren otras proteinas reguladoras endosomales
denominadas GTPasas de la familia Rab; las cuales juegan un papel relevante como
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reguladoras del proceso de maduracion fagosomal. Se trata de proteinas de bajo peso
molecular de 25 kDa gue se unen a fosfonucledtidos de guanosina (GTP) y presentan
dos estados conformacionales, un estado activo, caracterizado por launion a GTP y un
estado inactivo de unioén a GDP. Para pasar de un estado inactivo aotro activo, las Rabs
requieren de proteinas de intercambio de nucledtidos de guanina (en inglés GEFs, de
GTP-exchange factors) y una vez redizada la funcion tienen que volver a la forma
inactiva o GDP, gracias a la accion de proteinas de activacion de GTPasas (en inglés
GAPs, de GTPase activating protein) que favorecen la hidrdlisis de GTP (Moisenovich
y col., 2004). En su estado inactivo, las Rabs se unen a las membranas donde se
transforman en su estado activo y regulan la union de otras proteinas efectoras y
favorecen asi la fusion entre distintos compartimentos (Viay col., 1997; Smpson y col.,
2004). Rab5 y Rab7 son las GTPasas implicadas en distintos estadios de este proceso de
maduracion fagosomal, de tal manera que lafuncion Rab5, da paso alafuncion de Rab7
(McBride y col., 1999). Rab5 es la primera proteina que se une a la membrana
plasmética y a la membrana de endosomas tempranos en su forma inactiva o GDP
transportada por la proteina GDI (Proteina inhibidora de la disociacién guanidil) desde
el citosol, donde se sintetiza e isoprenila para poderse anclar en las membranas. Una vez
en la membrana se produce el intercambio GDP por GTP en la que participa Rabex-5,
proteina de intercambio de nucledtidos de guanina o GEF. Rab5-GTP favorece lafusion
entre endosomas tempranos asi como entre endosomas y fagosomas. En este proceso
participa también la proteina efectora de endosoma temprano 1 (EEAL), capaz de unirse
sblo alaforma activa de Rab5 unida a GTP. EEA1 es capaz de unirse a dos moléculas
Rab5 de distintos compartimentos, cooperando con la fusion entre membranas (Vieiray
col., 2003; Dinneen y Ceresa, 2004; Suy col.,2006).

Estos mecanismos no oxidativos estan presentes en todos los macréfagos,
activados o0 no, aunque son mas potentes tras la activacion de los macrofagos mediante
citocinas pro-inflamatorias, siendo la citocina inductora més importante, el IFN-y. En
macréfagos no activados, Listeria monocytogenes logra escapar del fagosoma y
replicarse en €l citosol. Para ello utiliza la estrategia de reclutar e inhibir la funcion de
Rab5a asi como bloquear las interacciones con los lisosomas y secuencia mente también
con los endosomas. Los estudios que nos permitieron descubrir parte de esta estrategia
se realizaron con bacterias deficientes en LLO vivas, las cuales eran incapaces de
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escapar del compartimento vacuolar y se compararon con |os resultados obtenidos con
bacterias inactivadas por calor (en inglés heat killed Listeria monocytogenes o HKLM).
Los fagosomas que contienen HKLM, acumulan marcadores endosomales tardios y
lisosomales, luego eran fagosomas maduros y degradativos. Mientras que |os fagosomas
gue contienen bacteria deficiente en LLO pero viva, no maduran y acumulan Rab5a
(Alvarez-Dominguez y col., 1997b). Esta estrategia se correlaciona con un aumento de la
viabilidad dentro del fagosomay un blogueo de la funcion de Rab5a.

También se ha descrito que € factor de virulencia GAPDH(Imo2459) interviene en esta
etapa e inactiva a Rab5a (Alvarez-Dominguez y col., 2008).

Pero ademés, esta estrategia también evita € transporte de hidrolasas lisosomales al
fagosoma, tales como catepsina-D; |o que se podiainterpretar como unaforma de evadir
la destruccion intracelular (Alvarez-Dominguez y Stahl, 1999; Prada-Delgado y col.,
2006). En este sentido, el grupo de la Dra. Carmen Alvarez-Dominguez ha investigado
esta hipétesis utilizando macréfagos de ratones deficientes en las dos catepsinas
fagosomales, catepsina-D y catepsina-L. Estos estudios revelaron que la catepsina-D
tiene capacidad listericida dentro de los fagosomas. Esta accion listericida es enzimatica
y se localiza en € undecapéptido conservado de LLO, que contiene también €l sitio de
unién a las membranas fagosomales. Estos estudios localizaron dicho sitio de corte
enzimatico entre los aminoacidos 491-W-W-492. La inactivacion de LLO por la
catepsina-D afecta a su capacidad para escapar del fagosoma. Por ello, la bacteria dirige
Su accion a evitar la presencia fagosomal de catepsina-D (Del Cerro-Vadillo y col.,
2006; Carrasco-Mariny col., 2009). Sin embargo, en macrofagos activados por [FN-y,
ni la GAPDH(Imo02459) logra inhibir a Rab5a que logra activarse a su conformacion
Rab5a-GTP, ni & blogueo en el transporte de catepsina-D a fagosoma es eficaz; por 1o
que LLO es degradada enzimaticamente por catepsina-D y la bacteria no puede escapar
del fagosoma siendo eliminada (Prada-Delgado y col., 2001; Carrasco-Mariny col.,
2009).

B. Los mecanismos oxidativos

Estos mecanismos son inducidos tras la translocacion a la membrana fagosomal de un
complggo multienzimético conocido como la NADPH-oxidasa u oxidasa fagosomal
(phox en inglés). Los productos de la accién de la phox, como e anion superoxido Oy

que origina otros dos radicales como € peréxido de hidrégeno, H2O,, y € radica
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hidroxilo OH", tienen capacidad listericida por si mismos. Para que se induzca la
actividad de la phox en la membrana, se requiere de la accién de un regulador que se
transloca a los fagosomas y en su forma activa induce un cambio conformacional en la
phox, activandola. Este regulador es una GTPasa de la familia Rho, Rac-GTP. El grupo
de la doctora Carmen Alvarez Dominguez describio que la activacion de Rac2 GTP en
los fagosomas que contenian el patdégeno Listeria monocytogenes, necesita de Rab5a-
GTP en dichos fagosomas, ya que lainhibicidn de la expresion de Rab5a blogueaba este
proceso en los macréfagos. Esta activacion de la phox aumentaba significativamente la
actividad listericida dentro de los fagosomas (Prada-Delgado y col., 2001). Esto se
produce tanto en macréfagos en reposo, como en macrofagos activados por |FN-y, sefial
gue incrementa en al menos 100 veces, la actividad de la phox.

Los mecanismos oxidativos incluyen, por una parte, la produccion de O,', H,0,
y OH" en los fagosomas; por parte de la NADPH-oxidasa fagosomal o phox, como
hemos visto en el apartado anterior, y por otra parte, la produccién de 6xido nitrico, NO,
por parte de lanitrato sintasainducible 0 INOS.

6.2. Destruccion citosolica

La iINOS se locdiza en la membrana fagosomal, pero los productos de su
reaccion se vierten en € citosol. Estos mecanismos oxidativos estan controlados por la
induccion de ciertas citocinas como IFN-y, IL-6 o TNF-a, que promueven la
produccion de NO, en € citosol, mientras que €l IFN-y y la IL-6 favorecen el aumento
de los niveles de H,0, fagosomales. La activacion de los macréfagos mediante el 1FN-y
vaaprovocar un aumento de la fagocitosis, o cua vaa prevenir parciadmente e escape
de Listeria monocytogenes a citosol, desencadenando a su vez la produccion de
radicales toxicos, como son los intermediarios reactivos de oxigeno (en inglés ROI, de
reactive oxygen intermediates) o los intermediarios reactivos de nitrégeno (en inglés
RNI, de reactive nitrogen intermediates), que conducen a la eliminacion del
microorganismo. Asi lo demuestran experimentos realizados con ratones deficientes en
la iINOS (del inglés inducible nitric oxide synthase), los cuales tienen disminuida la
resistencia frente a la infeccion con Listeria monocytogenes (Fig.9) (Shiloh y col.,
1999).
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Por otra parte e TNF-a es otra citocina esencial en la defensa contra la infeccién con
Listeria monocytogenes, y los ratones que carecen de esta citocina o su receptor van a
sucumbir rapidamente a la infeccion. Se sabe que los macréfagos infectados con
Listeria monocytogenes es la principa fuente de TNF-a e iINOS durante lainfeccion in
Vivo, y un estudio sobre la caracterizacion de la respuesta inmune innata de ratones
infectados con Listeria monocytogenes deficientes en €l receptor de quimiocina 2 (en
inglés CCR2, de chemokine receptor type 2) indican que |la respuesta es mas complegja
Los monacitos circulantes expresan e receptor de quimiocinas CCR2 que se une d
ligando de quimiocina 2 (en inglés CCL2 chemokine ligand 2), una quimiocina que es
producida por los macréfagos que han internalizado Listeria monocytogenes.

Aquellos ratones que carecen de CCR2 muestran mayor susceptibilidad frente a la
infeccion con Listeria monocytogenes, y tienen menores niveles de iINOSy TNF-a en €
bazo durante los 2 primeros dias post infeccion.

Sin embargo, en € bazo de los ratones de genotipo silvestre hay una poblacion de
células dendriticas que produce niveles elevados de INOS y TNF-a, esta poblacién de
céulas dendriticas estan ausentes en los ratones infectados deficientes en CCR2, lo cua
indica que estas células dendriticas productoras de iINOS y TNF-a (conocidas como
TipDCs) son esenciales para e control del crecimiento de las bacterias in vivo (Pamer,
2004).
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Figura 9. Mecanismos microbicidas. En la figura se ilustra un fagolisosoma con los principales
mecanismos microbicidas dependientes e independientes de oxigeno que se activan en fagocitos

mononucleares para la destruccién de |os agentes fagocitados

6.3. Proteinas de la membrana lisosomal

Los lisosomas son organulos ubicuos encargados de la digestion celular.
Contienen enzimas hidroliticas y proteoliticas, que son las encargadas de digerir los
sustratos recibidos a través de la endocitosis, la fagocitosis o la autofagia. Se conocen
un numero cada vez mayor de enfermedades que se caracterizan por defectos en la
biogénesis de |os lisosomas. Para el funcionamiento de los lisosomas son esenciales dos
tipos de proteinas: hidrolasas lisosomales (también conocidas como hidrolasas acidas) y
las proteinas lisosomales de membrana. Se conocen unas 50 hidrolasas lisosomales
encargadas de la degradacion de sustratos y responsables de la capacidad catabdlica del
lisosoma, entre ellas cabe destacar e papel de las catepsinas. Ademas estan

involucradas en el procesamiento antigenico, la degradacion de la matriz extracelular y
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el inicio de la apoptosis (Conus y Simon, 2008). Los lisosomas de mamiferos contienen
aproximadamente unas 25 proteinas lisosomal es de membrana (Libke y col., 2009).

Las proteinas lisosomales de membrana residen principamente en la membranas
lisosomales y endosomales y tienen diversas funciones, incluyendo entre ellas la
edificacion del lumen lisosomal, importacion de proteinas procedentes del citosol, €
secuestro de hidrolasas écidas, e mantenimiento de un ambiente acido, fusion de
membranasy el transporte de |os productos de la degradacion del lumen del lisosoma al
citoplasma (Eskelinen y col., 2003). La membrana lisosomal contiene varias proteinas
gue estan atamente N-glicosiladas, y cuya funcion es alin bastante desconocida. Las
proteinas mas abundantes dentro de las proteinas lisosomales de membrana son las
proteinas asociadas a la membrana del lisosomaly 2 (LAMP-1y LAMP-2), proteinas
integrales de la membrana del lisosomaly 2 (LIMP-1y LIMP-2), esta tltimatambién
conocida como SCARB?2, y latetraspanina CD63.

En este sentido, la proteina LIMP-2/Lgp85/SCARB2 (cd3612 gen del ratdn) pertenece a
lafamiliadel CD36, que incluye varios receptores “basura” o scavenger como SB-1/SB-
[1, trombospondin-1 (en inglés TSP-1, de Thrombospondinl) o CLA -1. Algunos de
estos miembros de lafamilia CD36 como TSP-1 participan en la adherencia de bacterias
gram-positivas alas cdlulas, incluyendo Listeria monocytogenes (Crombie y Slverstain,
1998). Ademas, recientemente, un miembro ortélogo de CD36 en Drosophila participa
en la fagocitosis de Listeria monocytogenes y Mycobacterium spp. en células SL2, tipo
macrofago (Agaisse y col., 2005; Philipsy col., 2005).

Esta familia de genes estén evolutivamente muy conservados e incluyen moléculas de
adhesion celular, receptores de lipidos en la superficie celular y proteinas lisosomales de
membrana. Se localizan principalmente en el limite de las membranas de lisosomas y
endosomas tardios. Por lo tanto, las proteinas lisosomales podrian desempefiar
funciones Unicas en la fagocitosis, diferentes a las redizadas en endocitosis, como
podria ser participar en lainmunidad innata frente alos patdgenos intracelulares.

6.4. Fagosomas con caracteristicas lisosomales

Los fagosomas son los compartimentos intracelulares encargados de la
destruccion de Listeria monocytogenes. La maduracion del fagosoma es un paso

esencial en la eliminacién de Listeria monocytogenes. Se sabe que en los macrofagos
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inactivados, la bacteria perfora la membrana fagosomal y se escapa al citosol. En los
macrofagos activados por e IFN-y Listeria monocytogenes es internalizada dentro de
los fagosomas y es en este compartimento donde es eliminada (Portnoy y col., 1989).
Dentro de los fagosomas los microorganismos utilizan diversas estrategias para
sobrevivir y proliferar. Por ejemplo, Coxiella burnetti y Leishmania son capaces de
sobrevivir en fagosomas acidificados, mientras que Mycobacterium tuberculosis,
Legionella pneumophilia y Toxoplasma gondii pueden sobrevivir y proliferar en los
compartimentos vacuolares que no maduran a fagolisosomas. Por e contrario,
Trypanosoma cruzi, Shigella flexneri y Listeria monocytogenes lisan las membranas

fagosomales y escapan hacia el citoplasma.

7. Las células del sistema inmunologico del sistema nervioso central.

Lamicroglia

Cualquier ser vivo intenta sobrevivir constantemente. Para ello necesita
preservar su integridad bioldgica ante agresiones, principamente externas. Lo cua es
un quehacer continuo. Un agente extrafio que invada a organismo puede considerarse
un potencia peligro. Y ante ello, como defensa, los organismos disponen del sistema

inmune. Su mision es combatir |os agentes infecciosos.

Las células y moléculas del sistema inmune llegan a la mayoria de los tejidos a
través de la corriente sanguinea, penetrando en los tgjidos a través de las paredes de los
capilares sanguineos. Similarmente, € sistema nervioso central (SNC) también penetra
en la mayoria de los tgjidos, pero ambos sistemas se evitan uno a otro mediante la
barrera hematoencefdlica, la cua impide gque los linfocitos se pongan en contacto con
las neuronas. Larazdn de dlo estriba en que los linfocitos pueden segregar una serie de
citocinas, capaces de destruir las neuronas. A consecuencia de esta premisa, muchos
investigadores pensaron gue el sistema nervioso carecia de proteccion inmunitaria. Sin
embargo, hoy en dia es bien conocida laimportancia que tiene €l sistemainmunitario en
el correcto funcionamiento del sistema nervioso, y las graves consecuencias para €
organismo que pueden tener lesiones e infecciones de este 6rgano.
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7.1. Sistemanervioso central

El sistema nervioso central (SNC) ha sido considerado durante mucho tiempo
como un organo inmunol dgicamente aislado del sistema inmune periférico, debido a la
presencia de una barrera hematoencefdlica y a la ausencia de vasos linfaticos (Perry,
V.H., 1998) y, por otra parte, al hecho de que injertos de piel, inoculacion de virus o
bacterias y antigenos introducidos directamente en el parénquima nervioso no inducen
una respuesta inmune (Medawar y col., 1948; Barker y col., 1977; Matyszak y col.,
1998; Sevenson y col., 1997).

Sin embargo, a lo largo de los Ultimos afios, numerosos estudios han ido demostrando
gue € SNC no solo es inmunocompetente sino que ademas interacciona activamente
con las células del sistema inmune periférico (Becher y col., 2000; Alois y col., 2001,
Seinman y col., 2004) que pueden ser reclutadas al interior del parénguima nervioso
(Ransohoff y col., 2003; Engelhardt y col., 2005; Engelhardt, 2006). También se ha
demostrado la presencia de macrofagos y células dendriticas, claves en € inicio de las
respuestas inmunitarias, en lugares estratégicos como las meninges, plexos coroideos o
el espacio perivascular (Bechmann y col., 1999; McMenamin, 1999; Williams y col.,
2001). Por todo €llo, actuamente se considera @ SNC como un sistema inmune
privilegiado y no aislado (Carson y col., 2006; Galea y col., 2007).

Las células que presentan un papel clave en e mantenimiento de la toleranciainmune y
en e control de las respuestas inmunes gque tienen lugar en e SNC son las células de la
microglia (Fig.10) (Aloisi, 2001; Carson, 2002; Graeber y col., 2010).
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Figura 10. Imagen de células de microgliainteractuando con otras células de lagliay neuronas.

7.2.  Reactividad delamicroglia

Las células de microglia son consideradas como las células inmunitarias
residentes del sistema nervioso central (SNC) (Kreutzberg, 1996; Aloisi, 2001; Carson,
2002). Hoy en dia se considera que existen a menos dos tipos de microgliaen e SNC
de un adulto sano. La quiescente o ramificada, en inglés “resting microglia”, que se
encuentra distribuida por todo € parénguima nervioso, en areas de la sustancia blanca'y
de la sustancia gris. Existen también células de microglia perivascular, “macrofagos
perivasculares” las cuales constituyen una poblacion minoritaria de células, dentro del
SNC, locaizadas tanto en €l espacio perivascular como en e de Virchow-Robins,
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espacios situados por debajo de la membrana basal de las células endotdiaes (Williams
y col., 2001).

La microglia quiescente representa una poblacion de células estables con una baja tasa
de recambio (Lawson y col., 1992), una morfologia ramificada y con expresion basal
muy baa de CD45 y ausencia de MHC-clase Il (Santambrogio y col., 2001).Sin
embargo, las células de microglia/macrofagos perivasculares es mas el evada (Bechmann
y col., 2001), no presentan las prolongaciones caracteristicas de la microglia quiescente
y expresan CD45, MHC-clase Il y ED2 de manera constitutiva (Dijkstra y col., 1994).
Debida a esta expresion y a su locaizacion estratégica, estas células perivasculares

parecen jugar un papel importante durante la respuesta a procesos inmunol 6gi cos.

En condiciones basales, las células de microglia supervisan de manera constante
el parénguima nervioso (Davalos y col., 2005; Nimmerjahn 'y col., 2005) y son capaces
de reaccionar rapidamente cuando la homeostasis se ve perturbada como consecuencia
de una gran variedad de situaciones incluyendo lesiones, neurotoxicidad, infecciones,
etc (Garden y col., 2006; Dheen y col., 2007; Hanisch y col., 2007; Graeber y col.,
2010). Este proceso de activacion de la microglia conlleva un cambio fenotipico y de
activacion génica caracterizado por cambios morfol 6gicos, por € aumento, disminucion
0 expresion de novo de numerosas moléculas de superficie y por la secrecion de un
amplio nimero de sustancias como citocinas, quimiocinas y factores troficos (Raivich y
col., 2004; Chew y col., 2006; Dheeny col., 2007; Hanisch y col., 2007; Ransohoff y
col., 2009). Esta gran variedad de cambios, unido a hecho de que hoy en dia se sugiere
gue existen diferentes subpoblaciones de microglia dentro del sistema nervioso central
(SNC) (Carson y col., 2007) hace que la reactividad microglial no pueda considerarse
como un evento uniforme, sihno méas bien como un proceso heterogéneo que,
dependiendo del tipo de sefid activadora y del ambiente en el cud se produce esta
activacion, presenta diferentes evoluciones.

Lafuncion que tiene lamicrogliaen e cerebro, tanto en estado normal como después de
una lesion aguda, ha sido ampliamente estudiada. Aun asi, €l papel especifico que
juegan estas células en la respuesta inmune dentro del SNC, la comunicacion que se
establece entre ellas y las células involucradas en esta respuesta, son aspectos que

suscitan todavia muchos interrogantes.
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7.3. Microgliay larespuestainmuneinnata

Larespuestainmune innata, tal y como nos la describen en cualquier bibliografia
basica de inmunologia, se basa en la existencia de un conjunto de elementos, tanto
barreras fisicas como células especificas (neutrofilos, macréfagos, células asesinas
naturales o NK, del inglés natural killer, etc.) cuya principal funcion es proteger al
individuo frente a la presencia de patdgenos invasores o células dafiadas (Abbas y col.,
2010). Esta respuesta es antigeno-independiente, muy rapida y es inducida por la
activacion de una serie de receptores, presentes en la membrana de estas células
inmunitarias, que reconocen una gran variedad de motivos estructurales atamente
conservados en los microorganismos, comunmente denominados PAMPS (pathogen-
associated molecular patterns) o presentes en las células dafiadas denominados
ACAMPS (apoptotic cell-associated molecular patterns) (Akira y col., 2006). Algunos
de | os receptores mas conocidos actual mente son:

1) Receptores “toll-like” (TLRs), un grupo de receptores transmembrana
localizados en la membrana celular o en la membrana del endosoma. Tras la
unién con su ligando, activan cascadas de sefidizacion intracelular especificas
que resultan en la activacion de una serie de factores de transcripcion como NF-
kappa 3 (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas), AP1 e IRFs (Interferon-regulatory factor), los cuales en dltimo

término promueven la secrecion de diferentes moléculas pro-inflamatorias.

2) Receptores del complemento, como CR3 y CR4. Estos receptores se encuentran
en la membrana de varios tipos celulares, incluyendo neutréfilos y macréfagos.
La unidn de estos receptores con sus ligandos induce la fagocitosis de el ementos
opsonizados por moléculas del complemento, principamente C3bi.

3) Receptor de manosa, un tipo de lectina que se localiza en la membrana celular y
reconoce polisacaridos compleos expresados frecuentemente por patdégenos. Se
encuentra en células dendriticas, macréfagos y algunos tipos de células
endoteliales (Linehan y col., 1999; Linehan, 2005) y su funcion, igual que en €
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caso de los receptores del complemento, esta relacionada con la fagocitosis
(Linehan y col., 2000).

4) Receptores basureros o scavenger: SR-A, SR-BI, CD36 son un grupo de
receptores expresados en macrofagos, cuyas funciones estén relacionadas con la
adhesion cdlular, laendocitosis y la sefializacion celular.

5) Receptores Fc, los cuales reconocen € fragmento constante de las

inmunoglobulinas y median la fagocitosis de productos opsonizados.

Las células de microglia, en condiciones normaes, expresan niveles
bajos/moderados de CR3 (Akiyama y col., 1990), receptores Fc (Okun y col., 2009) y
TLRs (Olson y coal., 2004) pero no muestran expresion del receptor de manosa (Linehan
y col., 1999) o receptores “scavenger” (Bell y col., 1994), los cuales estén restringidos a
poblaciones especificas de macréfagos situados en los plexos coroideos de los
ventriculos cerebrales y las meninges (Bell y col., 1994; Galea y col., 2005). Sin
embargo, tras su activacion, las células de microglia pueden aumentar o expresar de
novo una gran variedad de receptores (Alois, 2001; Husemann y col., 2002; Carpentier
y col., 2008; Lehnardt, 2010). En algunas ocasiones, |as variaciones en estos receptores
se manifiestan ante la presencia de agun tipo de patdgeno: por eemplo, la
administracion del lipopolisacarido bacteriano, LPS, induce un aumento en la expresion
del receptor CD14 (Nadeau y col., 2000) y de TLR-4 (Lehnardt y col., 2002); la
infeccion con € virus del herpes simple tipo 1 induce € aumento de TLR-2 (Aravalli y
col., 2005); la infeccion con € virus del Este del Nilo induce TLR-3 (Cheeran y col.,
2005) y la presencia de abscesos cerebrales mediados por S. aureus induce expresion de
TLR-2 (Kielian y col., 2002). La induccion de estos receptores se produce también en
situaciones de neurodegeneracion en las que no hay evidencias de la presencia de
ningun tipo de patdégeno.

La microglia también participa en estos tipos de respuesta inmune innata con la
secrecion de un amplio nimero de mediadores inflamatorios como citocinas, pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias, quimiocinas y prostanoides (Aloisi, 2001). La

secrecion de estos mediadores induce lamigracion y activacion del resto de células de la
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respuesta inmune tanto innata (neutréfilos, células NK, macréfagos) como de la
adquirida (linfocitos T y linfocitos B).

7.4. Microgliay larespuestainmune adquirida

Comparando con la respuesta inmune innata, la adquirida es una respuesta mas

tardia y es antigeno-dependiente. Los linfocitos constituyen e principal tipo celular
asociado a este tipo de respuestas. Existen dos tipos principales de linfocitos, los
linfocitos B, los cuales reconocen el antigeno soluble y son productores de anticuerpos,
y los linfocitos T, reconocen e antigeno procesado y los cuales se encargan de la
respuesta celular.
Estoslinfocitos T se dividen a su vez en dos tipos. Los linfocitos T citotoxicos (CD8+),
cuya funcién consiste en destruir de forma directa mediante la secrecion de moléculas
como la perforina y granzima, a células infectadas o dafiadas; y los linfocitos T
cooperadores 0 en inglés T-helper (CD4+), que son los encargados de regular la
activacion de otros tipos de células inmunes, principa mente macrofagos y linfocitos B,
a través de la secrecion de una gran variedad de citocinas. Dado que estos linfocitos T
son incapaces de reconocer los antigenos de manera soluble, necesitan la ayuda de un
tipo de células especiaizadas, las células presentadoras de antigenos (CPA), las cuaes
mediante un proceso denominado presentacion antigénica, captan, procesan y presentan
en su superficie antigenos de patdgenos, virus y otras estructuras extrafias permitiendo
Su reconocimiento por parte de estos linfocitos T. Este proceso consiste en dos sefiaes,
la primera deriva de la union entre receptor de linfocitos T (TCR) y las moléculas del
complegjo mayor de histocompatibilidad (MHC) que se encuentran en la membrana de
las CPAs Yy llevan acomplejado e antigeno: MHC de clase |l en el caso de linfocitos T
cooperadores. La segunda sefial, la sefia de co-estimulacién, se produce tras la union de
receptores como B7.1 (CD80) o B7.2 (CD86) en la membrana de la CPA y sus co-
receptores en linfocitos (Lanzavecchia, 1997). Las células dendriticas (DCs del inglés,
dendritic cells) constituyen e grupo de CPA profesionales en la periferia. Sin embargo,
en e sistema nervioso central (SNC) la presencia de estas células esta restringida a
lugares especificos como los plexos coroideos y las meninges (McMenamin, 1999;
McMenamin y col., 2003).
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Las células de microglia agui son consideradas las principales células presentadoras de
antigeno (CPA) dentro del SNC (Aloisi, 2001; Raivich y col., 2004). Aungque en
situaciones basales estas células de microglia, en la mayor parte de los casos, no
muestran expresion de MHC-clase I, ni MHC-clase Il (Kreutzberg, 1996; Perry, 1998).
Sin embargo, no todos los estudios han caracterizado la expresiéon de moléculas co-
estimuladoras en estas células de la microglia. Se han descrito expresiones de novo de
algunas moléculas tras lesion (Rutkowski y col., 2004) y aumento de otras tras una
infeccion (Issazadeh y col., 1998; Mack y col., 2003).

Por otro lado, la infiltracion de linfocitos, principalmente T, en & sistema nervioso
centra (SNC) ha sido descrita en diferentes tipos de patologias (Rezai-Zadeh y col.,
2009) tales como infecciones viricas (Petito y col.,, 2003), enfermedades
neurodegenerativas (Holmoy, 2008), lesiones agudas (Raivich y col., 1998) o procesos
autoinmunes (Dittel, 2008). Esta infiltracion linfocitaria se ha relacionado en algunas
ocasiones con una funcion protectora, como en € caso de lainfeccion del virus del Este
del Nilo (Glass y col., 2005) o la esclerosis lateral amiotréfica (Beers y col., 2008),
mientras que en otras situaciones esta infiltracion contribuye a aumento de la patol ogia.
Este seria € caso, por gemplo, de la infeccion por e virus VIH (virus de
inmunodeficiencia humana- SDA) (Petito y col., 2003) o en model os de autoinmunidad
(Dittel, 2008).

Como esta descrito anteriormente, existen dos tipos de linfocitos T, citotoxicos y
cooperadores. Estos ultimos a su vez se dividen en diferentes subtipos. Hasta hace unos
anos esta subdivisiéon era en Thl, linfocitos capaces de secretar citocinas
proinflamatorias como interferén- y (IFN-y) o factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y
por otro lado los linfocitos Th2, encargados de producir citocinas antiinflamatorias
como la interleucina-4 (IL-4) e IL-10. Sin embargo, en los Ultimos afios, numerosos
estudios han demostrado que ademas de Thl y Th2, existen otros subtipos de linfocitos
T cooperadores con funciones y patrones de secrecion de citocinas muy variados
(Reinhardt y col., 2006; Dittel, 2008; Takatori y col., 2008). Uno de esto subtipos son
los linfocitos Th1l7 (Harrington y col., 2006). Estos linfocitos secretan normalmente
citocinas proinflamatorias como IL-17A e IL-17F y han sido descritos especialmente en
relacion a procesos de autoinmunidad. No obstante, recientemente también se ha

descrito su capacidad, en algunas circunstancias, de producir citocinas antiinflamatorias
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como IL-10 e IL-21 (Harrington y col., 2005; Weaver y col., 2006; Bettelli y col., 2007;
McGeachy y col., 2007; Aranami y col., 2008). La polarizaciéon y diferenciacion de
linfocitos naive hacia estos linfocitos Th17 depende de la presencia en el ambiente de
dos citocinas especificas: factor de crecimiento transformante-3 (TGF-p) e IL-6 (Bettelli
y col., 2006; Mangan y col., 2006). Es interesante sefidlar que TGF-3 es también una de
las citocinas clave en la diferenciacion de otro subtipo de linfocitos T, los T reguladores
(T-regs) (Marie y col., 2005). Los linfocitos T-regs (T-reguladores) son una
subpoblacion especiadizada de linfocitos T que actia suprimiendo la activacion del
sistema inmune. Su principal funcion es e mantenimiento de la homeostasis
inmunoldgicay de latolerancia frente autoantigenos (Bluestone y col., 2005).

Dentro de los linfocitos T-regs existen dos subtipos, los naturales y los inducibles
(Horwitzy col., 2008; Curottoy col., 2009). Los naturales se generan en el timo durante
el proceso de maduracion de los linfocitos T y son los encargados del mantenimiento de
la homeostasis del sistema inmune. Por e contrario, los inducibles se producen en
organos linfoides periféricos tras la estimulacion de linfocitos CD4+ con la citocina
TGF-(. Dada su capacidad para suprimir la respuesta inmune, la participacion de estos
linfocitos T-regs en la evolucion de las respuestas inmunes adquiridas en e sistema
nervioso central (SNC) ha generado un gran interés en los Ultimos afios. Muchos
aspectos relacionados con lafuncion y el papel que juegan estas células en laregulacion
de la respuesta inmune adquirida dentro del SNC, asi como su regulacion por parte de
las células residentes del SNC, especiamente lamicroglia, estan ain por determinar.

El descubrimiento de todos estos subtipos de linfocitos ha hecho que el escenario de la
respuesta inmune en € sistema nervioso central (SNC) se haya complicado bastante.
Ademas, afadir que recientemente se ha demostrado la presencia de algunos subtipos de
células dendriticas infiltradas en € parénquima nervioso en modelos experimentales
(Santambrogio y col., 2001; Santambrogio y col., 2006). En conjunto, todo esto sugiere
gue la respuesta inmune adquirida dentro del sistema nervioso central no sélo va
depender de la mayor o menor presencia de linfocitos y de las células presentadoras de
antigeno (CPAS), sino gque también va a estar directamente relacionado con los tipos
especificos de linfocitos y e fenotipo de la CPA en cada caso. Por lo tanto, va a ser
clave establecer qué papel juega la microglia activada en € control de la respuesta

inmune adquirida para poder entender |os mecani smos subyacentes a la conexion que se
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establece entre estos dos sistemas tan complejos como son € sistema nervioso central y

el sistemainmunitario.

8. Tratamientoy prevencion

Partimos de la premisa de que Listeria monocytogenes es un microorganismo de
distribucion universal, relativamente resistente a factores ambientales extremos como
las altas y bajas temperaturas, la sequedad, el pH de 3,6-9,5 y altas concentraciones de
NaCl por gemplo. Esta ata ubicuidad hace que los principales reservorios sean varios
como €l suelo, e forrgje, e agua, los silos 0 € tracto gastrointestinal de diversidad de
animales, todo aguello donde prevalezcan aguas estancadas o materia organica en
descomposicion. Es relativamente facil que variedad de animales, incluido €l hombre, se
puedan infectar de diversas maneras por este patdgeno. Esto unido a que su diagnostico
clinico es dificil puesto que los principales sintomas en personas sanas (no asi en
personas de riesgo como inmunocomprometidos, ancianos o embarazadas) son muy
similares alos de un catarro comun o una gripe. Por ello debe investigarse siempre ante
la presencia de factores de riesgo (Cossart y col., 2008).

La incidencia de la enfermedad que produce este microorganismo patégeno, la
listeriosis, es normamente baja, 0,3 casos por 100.000 habitantes en Europa, habiendo
aumentado notablemente desde 2002, sobre todo de la meningitis (20-30%).

En la listeriosis cerebral, como ya se ha mencionado anteriormente, €l
diagnéstico es complicado. Las caracteristicas celulares del liquido cefalorraquideo son
tan variables que no se puede definir un patron. El diagnéstico definitivo requiere un
aislamiento de Listeria monocytogenes en la sangre, € liquido cefalorraquideo, liquido
articular, la placenta u otros liquidos o tejidos habitualmente estériles. Aunque latincion
de Gram del liquido cefalorraquideo es poco sensible y especifica por lo que tiene poca
sensibilidad y también puede confundirse con otros microorganismos como
estreptococos 0 enterococos (Murray y col.,, 2009). Y € cultivo del liquido
cefalorraquideo también es poco sensible en la romboencefalitis, la cerebritis y €
abceso (Sanchez-Artolay col., 2010).
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8.1. Tratamiento

Las dificultades de tratamiento no derivan de mecanismos de resistencia
adquirida sino de las propias caracteristicas de la bacteria (persistencia y tolerancia) y
de los enfermos (inmunodeprimidos o debilitados por alguna otra patologia).

Ademas, un tratamiento inicial inadecuado de la meningitis por Listeria monocytogenes,
por gemplo, se asocia en algunos estudios a un aumento de la mortalidad, por lo que la
pauta empirica en pacientes de riesgo inmunodeprimidos o ancianos debe incluir
cobertura frente a este patégeno.

La mayoria de los antibiéticos, incluyendo las penicilinas, son bacteriostéticos frente a
Listeria monocytogenes. Los aminoglucosidos, glucopépidos y cotrimoxazol resultan
bactericidas (LOpez y col., 2007; Suarezy col., 2007).

Cotrimoxazol y meropenem probablemente sean superiores a la combinacion estandar
de ampicilina con gentamicina. No se pueden establecer las mejores pautas, dosis y
duracion de forma incuestionable debido a la ausencia de estudios comparativos.
Requiere terapia muy prolongada. La duracién apropiada del tratamiento, como en la
mayoria de las infecciones, no esta definida. Se recomienda mantenerlo 3 semanas en
las meningitis, 4-6 semanas en las endocarditis, mas de 6 semanas en las
romboencefalitis y abcesos cerebrales e incluso 3-6 meses en los pacientes
inmunocomprometidos dada la frecuencia de recurrencia que se ha descrito en algunos
casos (Mylonakisy col., 1998).

Estas complicaciones de diagnéstico y tratamiento, la actual tendencia de aumento en la
incidencia de la enfermedad en |os Ultimos afios, sobre todo en poblacion de riesgo, y la
inexistencia actual de prevencion por medio de vacunas, hacen de gran interés e
importancia €l estudio més exhaustivo de la listeriosis, sobre todo de la listeriosis

cerebral la cual tiene los efectos més graves.
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II. OBJETIVOS

El objetivo principal es analizar la respuesta inmune en el sistema nervioso central tras
unainfeccion con Listeria monocytogenes y estudiar el papel quetienen las cdlulas de la
microglia, que son los macréfagos especializados del cerebro. Por ello se plantean los
siguientes objetivos especificos:

1. Determinar en la listeriosis cerebral cual o cuales son las células
diana del patdgeno en € sistema nervioso central (SNC)

2. Analizar los factores de virulencia en las células diana y

examinar su patron de actuacion

3. Analizar la variacion inducida por Listeria monocytogenes en la
expresion genica de sus céulas diana en € sistema nervioso

central (SNC) y su verificacion proteica.

4. Estudiar las funciones fagociticas afectadas por la infeccion de
Listeria monocytogenes relacionadas con e sistema nervioso
central (SNC)

5. Preparar unavacuna eficaz en listeriosis cerebral
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I1l.MATERIALESY METODOS

1. Solucionesy medios de cultivo

1.1. Soluciones

HBE: Es un tampdén de homogenizacion. 250 mM de sacarosa, 0,5 mM de
EGTA y 20 mM de HEPES-KOH, pH 7,2 y sefiltra para su esterilizacion.

HBSS:. Del inglés Hank's Balanced Salt Solution, es una solucién salinaricaen
iones bicarbonato. CaCl, 1,26 mM, KCI 5,33 mM, KH,PO, 0,44 mM, MgCl;
0,5 mM, MgSO, 0,41 mM, NaCl 138 mM, NaHCO3 4 mM, NaHPO, 0,3 mM,
5,6 mM de glucosay 0,03 mM de rojo fenol (indicador de pH).

PBS: Del inglés Phosphate-Buffered Saline, es una solucion salina isotonica.
NaCL 136 mM, KCl 2,7 mM, NaoaHPO, 8 mM y KH,PO,4 1,7 mM. Se gusta €l

pH a7,4y seesterilizaen el autoclave.

PBST: Solucion de PBS con Tween-20 a 0,02%

PBS-Triton: Solucién de PBS con Triton-X-100 a 0,1%. Se gjustael pH a7,4
TBS. Tampodn salino TrissHCI 50 mM apH 7,5y con NaCl 150 mM.

TBST: Tampo6n salino TrissHClI 50 mM a pH 7,5; con NaCl 150 mM vy
detergente Tween-20 al 0,05%.

Tripsina: Enzima en solucién que se utiliza para despegar células adherentes de

las placas o botellas de cultivo (Gibco)

Las soluciones y los medios de cultivo, excepto €l PBS, se esterilizan por filtracion

utilizando jarras de filtracion por vacio.
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1.2. Medios de cultivo

BHI: Dd inglés Brain-Heart Infusion, es un medio de cultivo de ato valor
nutritivo que se emplea para e crecimiento de gran diversidad de
microorganismos de crecimiento dificil en medios méas sencillos. Su
composicion es la siguiente: 7,7 g de cerebro de ternero, 9,8 g de corazén de
buey, 10 g de proteasa de peptona, 2 g dextrosa, 5 g de NaCl y 2,5 g de
NaHPO,. Se disuelve en 1 litro de agua ultrapura (Milli-Q) y se esterilizaen €
autoclave a 121 °C durante 20 minutos (pH 7,4).

BHI Agar: Medio de cultivo solido compuesto por BHI y agar a 1,5%.

Agar sangre: Medio de cultivo que combina un agar base, nutritivo, con 5% de
sangre ovina. Se usa sobre todo para ver la capacidad hemolitica de
microorganismos patdégenos. Observando halos hemoliticos arededor de las
colonias se puede determinar € tipo de hemdlisis que posee la bacteria: Alfa-
hemdlisis. halos verdosos (reduccion hemoglobina de los eritrocitos a
metahemoglobina), Beta-hemdlisis. halos incoloros (hemdlisis total) y Gamma-
hemdlisis: inexistencia de halos (sin hemdlisis). Composicion (g/L): 10 g
peptona de caseing, 5 g peptona de carne, 3 g extracto de levadura, 3 g extracto
de corazdn, 5 g NaCl, 1 g amidon de maiz, 15 g de agar bacterioldgico y 50 mL
de sangre de cordero con un pH 7,2.

DMEM: Del inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium, es un medio de cultivo
para el crecimiento in vitro de células eucariotas. Se compone de la mezcla
clésicade DMEM que incluye 4,5 g/L de glucosa y rojo fenol (Gibco). Cuando
nos referimos a medio complementado es porque se le afiaden: 5ml aminoécidos
no esenciales, 5ml HEPES (afadir para gustar pH cuando sea necesario),

0,584g/L L-glutamina, 5 mL piruvato sodico.

RPMI: Dd inglés Roswell Park Memorial Institute Medium, es un medio de

cultivo para € crecimiento in vitro de células eucariotas. Se utiliza la variante
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RPMI-1640, que es una mezcla complga de sales, aminoacidos, vitaminas, 2
g/L de glucosa, 0,3 L-glutaminay rojo fenol (indicador pH) (Hyclone).

IMDM: D€ inglés Iscove's Modified Dulbecco's Medium (Hyclone). Es
un medio de cultivo para células eucariotas. En este estudio se utiliza

exclusivamente para el cultivo de neuronas.

FBS:. Suero bovino fetal (Hyclone). Inactivado por calor, a 55°C durante 1 hora.

2. Cepasbacterianas, lineas cdularesy modelo animal

2.1. Cultivo, crecimiento y conservacion de las cepas bacterianas

Se utilizan varias cepas de Listeria monocytogenes. la cepa silvestre de un
aislado clinico 10403S (LM'T), la cepa deficiente en el gen hly, el cud codifica parala
proteina LLO, mutante DPL-2161 (LM2"-©), la cepa deficiente en los genes plcA y plcB
mutante DPL-1936 y la deficiente en e gen actA mutante DPL-1942; todas ellas
cedidas por € doctor Daniel A. Portnoy (UCLA-Berkeley, EEUU) (Portnoy y col.,
1988). La GFP-LM“--° derivada de 10403S, cedida por e doctor Darren E. Higgins
(Harvard Medica School, Boston, EEUU). Las cepas GFP-LMYT y GFP-LMAATA
derivadas de la cepa silvestre comercial EGD, cedidas por € doctor Marc Lecuit
(Institut Pasteur, Paris, Francia).

Todas las cepas de Listeria mocytogenes fueron cultivadas en medio BHI con 100
pug/mL de streptomicina a 37°C en agitacion.

La cepas bacterianas de Listeria monocytogenes se conservan a -80°C en una mezcla de
BHI/glicerol (50% de BHI a 1,5% (p/v) y 50% de glicerol a 87% (v/v)).
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Tablal: Las diversas cepas de Listeria monocytogenes utilizadas.

. ) Funcion principal del gen
Bacteria Caracteristicas )
delecionado

WT ) o Fenotipo silvestre completo sin
LM™'/10403S Cepa silvestre de Listeria monocytogenes )
deleciones

o - Implicada en crear porosen la
ALLO Cepa deficiente en €l gen hly que codifica
LM™---/2161 membrana del fagosomay provocar
paraLLO
su ruptura.

o - Encargada de laformacion de la cola
AAGA Cepa deficiente en el gen actA que codifica i .
LM /1942 de actina que forma la bacteria para
para ActA )
moverse por €l citoplasma.

Cepa deficiente en los genes plcA que
LMAPIASRICB 1936 | codifica paralafosfolipasa A (PIcA) y el
gen plcB en fosfolipasaB (PIcB)

Implicada en ayudar en la ruptura

final de la membrana del fagosoma.

2.2. Lineasceaulares

2.2.1. Células de tipo macréfago J774

Obtenidas del doctor Philip D. Stahl (Departamento de Biologia Celular y
Fisiologia. Universidad de Washington. St. Louis. MO. EEUU), fueron cultivadas en
medio de cultivo DMEM con 10% Suero bovino fetal FBS, 10 mM L-glutamina, 100
mM aminoéacidos no esenciales, 50 pg/mL gentamicinay 50 pg/mL vancomicina.

2.2.2. C8ulas de microgliamurinaBV2

Fueron cedidas por la doctora Jennifer Pocock (Institute of Neurology,
University College London, Reino Unido) y fueron cultivadas en medio de cultivo
RPMI con 20% FBS, 10 mM L-glutamina, 100 mM aminoacidos no esenciaes, 50
png/mL gentamicinay 50 pg/mL vancomicina.
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2.2.3. Neuronas HN9

Estas neuronas murinas de hipocampo de ratén fueron cedidas por |a doctora
Mercedes Garcia-Gil (Universidad de Pisa, Italia). Fueron cultivadas en € medio de
cultivo IMDM (Hyclone).

2.2.4. Paralaobtencion y diferenciacion de macréfagos de médula 6sea (BMDMS)

Los macrofagos de médula ésea de ratdon (Bone Marrow-Derived Macrophages
BMDM) se obtienen de los fémures de ratones hembras consanguineas, cepa C57BL/6,
de 6-12 semanas de edad. Se obtienen a partir de células de médula Gsea, que son
extraidas de los femures de los ratones por canulacion de estos fémures con medio de
cultivo DMEM Yy una jeringa de aguja fina, para obtener e méaximo nimero de células.
Estas células se cultivan a una concentracion aproximada de 2 x 10° células/mL en
placas de cultivos de 6 pocillos en DMEM y suplementado con 20% de suero bovino
feta (FBS), 1 mM glutamina, 1 mM aminoéacidos no esenciales (NEAA), 50 ug/mL de
gentamicina 'y 30 ug/mL de vancomicina. También se afiaden 20ng/mL del factor de
estimul acién de colonias de macréfagos (M-CSF) para su diferenciacion a macréfagos y
se incuban a 37°C en ambiente de 5% de CO, durante 7-10 dias. Posteriormente, se
recogen todas las células adherentes e incuban en PBS frio durante 20 minutos para
despegarlas suavemente con ayuda de un scraper o raspador celular (Del Cerro-Vadillo
y col., 2006).

2.2.5. Obtencién de cultivos mixtos de células microgliales (Mixed-MG) v la microglia

primaria purificada (MG)

Los procedimientos para la obtencion de los cultivos microgliales se han
descrito previamente y de forma detallada en (Lopez-Fanarraga y col., 2007; Ribesy
col., 2010; Scheffel y col., 2012; Frande-Cabanesy col., 2014).

Se utilizaron crias de C57BL/6 recién nacidas (1-6 dias edad) para obtener €l cerebelo y
a partir de ahi los cultivos mixtos de microglia, los cuaes se cultivaron durante 3-4

semanas como se ha descrito previamente (LOpez-Fanarraga y col., 2007).
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Posteriormente, de una parte de estos cultivos se aislaron y purificaron las células de
microglia paralos cultivos primarios de microglia purificada.

Los cultivos primarios de neuronas se realizan a partir de cerebelo postnatal de ratones
de 2 dias de edad. Las células se crecen en suspension en medio de IMDM.

La conservacion de las lineas celulares: se conservaron a -80°C en una mezcla
constituida por 90% FBS suero bovino fetal y 10% de DM SO (agente crio-protector)

2.3. Modelo animal

C57BL/6: Cepa murina congénica. Los animales se obtuvieron de la empresa Charles
River (Saint-Germain-sur-lArbresle, Francia) y del Servicio de Estabulacion y
Experimentacion Animal de la Universidad de Cantabria, siendo estabulados en las

instalaciones de este Ultimo bajo la supervision y cuidados del personal autorizado.

Declaracioén ética: Todos los experimentos gjecutados en animales se llevaron a cabo
estrictamente con las recomendaciones de la Guia para € Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio del Ministerio de Ciencia, Investigacion e Innovacion. Se han realizado
de acuerdo a RD 1201/2005 y al Rea Decreto 53/2013 de la legisacion espafiola
(B.O.E., 2013) y ala Directiva 2010/63/UE de la europea (D.O.E., 2010). La cirugia se
realizo bajo anestesia con pentobarbital sodico y evitando siempre en la medida de lo
posible & sufrimiento innecesario del anima en cualquier procedimiento. Los
protocol os empleados han sido aprobados por e Comité de Bioética de la Universidad
de Cantabria (Permisos 2009/12, 2012/06 y PI-01-17).
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3. Péptidos, nanoparticulasy adyuvantes
3.1. Péptidos

Se utilizaron los péptidos LLO1gg201 Y GAPDH3.2, 10 cuales fueron sintetizados
en e Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC, Madrid, Espafia) pasando después por
HPLC y espectometria de masas utilizando un espectofotbmetro MALDI-TOF
ReflexTM V. Pureza obtenida de los péptidos =95% después del HPLC.

3.2. Nanoparticulasy adyuvantes

Para obtener GNPs portadores de péptidos GAPDH (GNP- GAPDH1.2,), se
anadié a una solucion acuosa de tetracloroaurico (Strem Chemicals) (0,025 M, 1 eq.)
una solucion de una mezcla de glucosa a 90% y péptido GAPSH | 10%de los ligando
de terminacion tiol (0,012 M, 6eg.) en MeOH/H,O/CH;COOH (3:3:1). El
procedimiento detallado se describio previamente en (Calderén-Gonzalez y col., 2016).
La distribucién de tamafios de las nanoparticulas de oro se evaluo a partir de varias
micrografias de microscopia e ectrénica de transmision (TEM) (JEM-2100F, JEOL Ltd,
Tokyo, Japon), obteniendo € siguiente diametro promedio y niUmero de &omos de oro:
2,1 £0,5 nm. La presencia de glucosa y ligandos peptidicos se confirmé por H NMR y
la cantidad de péptido GAPDH en los GNPs se determind por NMR (gNMR) en un
espectofotometroBruker AVANCE 500 MHz (Bruker Corp, Billerica, MA, USA). Se
disolvieron 0,234 mg de GNP en D20 al 99,9% (200 uL) y se afiadieron 80 L de esta
solucion a 40 pL de una sal sodica de acido 3-(trimetilsilil)-propionico-2,2,3,3-d4 d
0,05% (TSP-d4) en D20 como patrén interno. La carga de péptidos fue de 10,6 pg/
0,234mg GNPs y GNP- GAPDH; 2. DIO-1 es una molécula diana de TLR2/4 que
puede ser usada como adyuvante (Ove ero-Guisasola y Fresno-Escudero) y Advax, una

inulina formulada adyuvante previamente descrita en Rodriguez-Del Rio y cal., 2015).
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4. Reactivosy anticuerpos
4.1. Reactivos

Los reactivos empleados para citometria de flujo, FACS, o microscopia confocal
fueron TRITC-faloidina (Sigma) y DAPI (Molecular Probes, Invitrogen). El yoduro de
propidio (Pl) y anexina V, para observar los porcentgjes de muerte celular en los
diversos estadios de la apoptosis.

Otros reactivos utilizados en los estudios funcionales fueron: LPS (L65259, de Sigma-
Aldrich) usado a 2nM, HRPO y reactivo de Griess (Sigma) usado para la medicion de
NO y H,O,, & kit de CBA para medir citocinas pro-inflamatorias murinas (BD-
Lifesciences), y M-CSF recombinante murino (Sigma). Los suplementos afiadidos a los

medios de cultivo son de (Hyclone). Y lasIL-6 e IL-12 de (Sigma).

4.2. Anticuer pos

Los anticuerpos (Ac) utilizados para FACS o andlisis confocal fueron frente a
CD14, CD45, CD11b, CD11c, IAY IAP, F4/80 y conjugados con varios fluoréforos
(BD-Lifesciences); e anticuerpo anti-f-3-tubulina de raton especifico de neurona (TuJ-
1) (Sigma) y e anticuerpo secundario utilizado fue IgG de cabra anti-ratdn conjugado
con Alexa 647 (Molecular Probes, Invitrogen).
Los anticuerpos para western blot fueron: anti-Rab5a de raton (4F11) (regalo de la
doctora Chryslen De Souza-Schorey, EE.UU.), anti-JAK1 de ratdn, anti-Socs3 de raton,
anti-NFkB de raton (Pharmingen), anti-Scarb2/LIMP-2 de congo (R & D
Technologies), anti-Smpd1 de cabra (un regalo del doctor Olaf Uttermohlen, Alemania),
anti-Rab5c de congjo (regalo del doctor Marino Zeria, Alemania), anti-TLR-2 de ratdn
(regalo del doctor Manuel Fresno, CBM SO, Espaiia), anti-Pi3Kp110 de congjo (Santa
Cruz Biotechnologies) y anti raton o-tubulina y anti raton B-actina (aportados por la
doctora Monica Lopez-Fanarraga, UC, Espaiia)
Otros anticuerpos utilizados en |os estudios funcionales fueron anti-TNF (Sigma) y anti-
IFN (Sigma), usados a 1ug/mL. El reactivo secundario estreptoavidina (en inglés

Sreptoavidin) con anticuerpos biotinilados (BD-Lifesciences).
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5. Equipos empleados

Citoémetro de flujo: Todos los estudios de citometria de flujo, FACS, se realizaron en
la Unidad de Citometria de Flujo y Separacion Celular del Instituto de Investigacion
Marqués de Vadecilla (IDIVAL). El equipo empleado fue un FACSCanto™ (BD
Biosciences) equipado con laseres azul (488nm), violeta (407nm) y rojo (633 nm),
utilizando el software BD FACSDiva™.

Separador magnético: Se empled un separador magnético autoMACS® Pro (Miltenyi
Biotec) situado en la Unidad de Citometria de Flujo y Separacion Celular del Instituto
de Investigacion Sanitaria Vadecilla (IDIVAL).

Nanodrop: Aparato para medir las concentraciones de proteinas o materiales genéticos
(ADN o0 ARN) a partir de muestras de 2-3 pL. Todos los estudios de comprobacion de
cantidad o calidad de muestras tanto proteicas como de material genético se realizaron
con este aparato. Perteneciente a grupo de investigacion de sefializacion celular y
dianas terapéuticas en cancer del Ingtituto de Investigacion Sanitaria Vadecilla
(IDIVAL).

Microscopia confocal: Los experimentos de microscopia fueron realizados en la
Unidad de Microscopia Laser dd Ingtituto de Investigacion Sanitaria Valdecilla
(IDIVAL). Se utiliz6 un microscopio confocal Nikon® A1R empleando un objetivo
PlanApo 100x (A.N.= 1,4), equipado con diodos violeta (405 nm) y amarillo (561 nm) y
un laser de argon (488 nm). Las iméagenes adquiridas fueron tratadas mediante €

software NIS-Elements de |a empresa Nikon ©.
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6. Metodologia

6.1. Ensayos en modelos murinos

6.1.1. Modelo in vivo murino de listeriosis cerebral neonata

Se utilizaron ratones hembra C57BL/6 de 8-12 semanas de edad, que fueron
apareadas con un macho de la misma cepay después se comprobd la presencia de tapén
vagina (evidenciaque indica el primer dia embrionario del embarazo). A los 16 dias de
gestacion se inocul 6 a estas hembras gestantes, por via intravenosa en la zona lateral de
la cola con 100 pL de solucién sadina con una concentracion de bacterias (3x10°
CFU/mL) de las cepas GFP-LMYT, GFP-LMA-°, GFP-LM*** LMWT, LMAHC y
LMAA“ o en los controles (hembras gestantes no infectadas (NI)) que se inocularon
con 100 pL de solucion salina. Todos los animales eran examinados a diario. Tres
neonatos P4 (dia 4 postparto) nacidos de madres NI, LM*"© o LM (3 + 0,5) y los
dos P4 nacidos de madres infectadas con LM (2+ 0,5) fueron sacrificados para obtener
cerebelo para la preparacion de cultivos mixtos de microglia y su posterior aislamiento
de cultivos primarios microgliales para la cuantificacion de CFU/mL, andlisis de
marcadores de superficie celular mediante FACS y cuantificacion de citocinas. Madres
NI e infectadas con LM" fueron sangradas para la cuantificacion de citocinas y
sacrificadas para la obtencion de bazos e higados para evaluar las bacterias viables,
CFU/mL y analizar las poblaciones celulares por FACS. La microglia purificada de
neonatos P4 se cultiva in vitro y los sobrenadantes se filtran y guardan a -80°C para
después redlizar € andisis de citocinas mediante un kit de CBA pro-inflamatorio (BD
Life Sciences) (Frande-Cabanes y col., 2014; Calderén-Gonzalez y col., 2014). Las
muestras fueron analizadas por triplicado y los resultados se muestran como la media +

DE de tres experimentos por separado.
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6.1.2. Pruebas clinicas en ratones

Las pruebas clinicas se realizaron a las crias nacidas de madres gestantes no
infectadas y otras infectadas con las diferentes cepas bacterianas. Se redlizaron varias
pruebas métricas del estado de salud: peso (mg x 10), longitud en mm, ensayo de
movimiento colocando alas crias en un papel métrico de 10 cm y registrando los cm de
movimiento después de 5 minutos (unidades en cm) y la prueba de la piel, contando
bajo la lupa en Imm? de piel, e nimero de bulbos negros (n° de bulbos capilar/mm de
piel). Lapiel también se observé para el aspecto general de la cria. Todos |os resultados

son lamedia + DE de tres experimentos diferentes.

6.1.3. Protocolos de vacunacion de | as ratonas gestantes

Ratones hembra gestantes C57BL/6 se vacunaron (n=5) o no vacunaron (n=5) al
dia 9 de gestacién (E9), viaintravenosa a través de la zona lateral de la cola, con GNP-
GAPDH;j.,,; formulado con e adyuvante DIO-1 (5 g de nanoparticulas y 2 g de DIO-
1/ ratén). A continuacion, a los 16 dias de gestacion (E16) a todos los ratones,
vacunados y no vacunados (NV), se les inocul por via intravenosa 100 pL de LM o
LM** en solucién salina (1 x 10* CFU/mL), denominadas gestantes infectadas NV -
LM"T 0 NV- LM*, También se conservé un grupo control de gestantes no vacunadas
(NV) (n=5) a las cuales se inocularon 100 pL de solucién salina (Control-NI) y otro
grupo de vacunados con GNP-GAPDH;.,; y no infectados (n=5). Todos los animales
fueron examinados diariamente. En € dia de gestacion 20 (E20) se detect6 3 +0,5 crias
nacidas de ratonas gestantes infectadas con LMY, 4 +0,5 crias nacidas de gestantes
infectadas con LM~
ratonas vacunadas con GNP- GAPDH,.,, infectadas o no con LMW o LM, Se

realizaron tres experimentos independientes y los resultados fueron la media + DE.

y NV, mientras que 8 £1 crias nacidas de ratonas control y

Cuatro dias después del nacimiento, las crias P4 (dia 4 postnatal) de las ratonas
gestantes NV o vacunadas con GNP- GAPDH3.,; y de ratonas gestantes infectadas con
LM"T o LM*“ fueron sacrificadas para cuantificar CFU/mL viables en cerebros y en
higados enteros. Otro conjunto de estos neonatos P4 se utilizaron para la preparacion de
cultivos de microgliay medicion de citocinas y CFU/mL viables en estas células.
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6.1.4. Procesamiento de control como comprobacion de la infeccidn en los ensayos con

ratones

La siembra de bacterias de los distintos drganos de los ratones infectados, la
siembra de los lavados peritoneales 0 @ andlisis de citocinas del suero de sangre
obtenido de los ratones infectados o no infectados en los diversos ensayos, sirve de
control para confirmar € correcto proceso de infeccion (o no infeccion en el caso de los
controles (N1)) del animal.

Los bazos e higados obtenidos en la diseccion durante los ensayos con animales de
experimentacion son procesados para andlisis de bacterias viables, CFU y mediante
citometria de flujo, FACS. Asi, se comprueba que, tras € ensayo de infeccion del
animal, estos érganos han sido infectados (presencia de Listeria monocytogenes). Para
su procesamiento, estos Grganos son homogenizados de forma mecanica y lisados
durante 30 segundos con agua MilliQ, procedimiento que lisa los eritrocitos
exclusivamente dejando intactas a resto de células esplénicas. Estas muestras se
recogen y centrifugan en PBS a 800 x g, se recogen |os sedimentos que se resuspenden
en HBSS 0 PBS y se siembran en placas de cultivo BHI agar para estimar €l niUmero de
bacterias viables mediante un recuento de CFU/mL.

Para el andlisis de la susceptibilidad alainfeccién, los ratones se inoculan con una dosis
sub-letal de LM"" (LDs, en la cepa C57BL/6 es 1 x 10%ratén) y tras 3 dias post-
infeccion, se sacrifican los ratones y obtienen bazos e higados de cada raton. Tras
homogenizacion de érganos y lisis celular, se siembran en placas de agar sangre o BHI

parael contgje de bacterias viables (CFU/mL).

6.2. Obtencion y ensayos con cultivos celulares de células microgliales mixtas y

microglia purificada (MG)

Se realizaron cultivos mixtos de células microgliales como se describe (LOpez-
Fanarraga y col., 2007). Se obtuvieron los cultivos de las células de microglia mixtas a
partir de cerebelo de neonatos de raton al dia postnatal 1-6 y se cultivaron estas células
durante 3-4 semanas. Los cultivos se establecieron hasta la diferenciacion neuronal
completa y, a continuacion, se infectaron con las bacterias GFP-LM"T (1 x 10°- 1 x 10°

CFU/mL) durante diferentes periodos de tiempo, de 30 a 120 minutos antes de la
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fijacion. Para visualizar la infeccion por Listeria monocytogenes se fijaron con p-
formaldehido, se realizd unatincion de inmunofluorescencia 'y después, estas muestras,
se observaron por microscopia confocal multicanal.

Los cultivos de microglia purificada (MG) fueron aislados y purificados por separacion
magnética (autoMACS® Pro (Miltenyi Biotec)) a partir de cultivos de microglia mixta
de cerebelo de crias de ratén P4-P7 (4-7 dias de edad). Las células de microglia se
homogenizan y se lavan con HBSS, se resuspenden en PBS con seroalbumina bovina
(0,5%) y EDTA (2 nM), se incuban durante 15 minutos a 4°C con el anticuerpo
especifico CD11b, que es un marcador poblacional caracteristico de la microglia, que
esta unido a unas nanoparticulas magnéticas y a pasar por € separador magnético se
puede conseguir separar la microglia de manera especifica del resto de tipos celulares.
Estas células de microglia purificadas, se mezclan por agitacion durante 30 minutos, y
se replantan en placas de 24 pocillos o placas de 96 pocillos para los diferentes ensayos:
microscopia confoca y FACS. El andlisis por FACS de la calidad de la purificacion de
células MG indica que €l 90% de las células MG obtenidas eran doblemente positivas
para los marcadores CD11b"CD45" y solo e 80-85% de las células eran doblemente
positivas para los marcadores de activacion F4/80'IA". Estas células de microglia
purificada (MG), también se utilizaron para ensayos de cinéticas de infeccidn,
utilizando placas de 96 pocillos, una por cada tiempo de infeccion y para realizar las
mediciones de NO y H,O, y la recoleccion de sobrenadantes para e andlisis de
citosinas,; asi como para la preparacion del medio acondicionado para los estudios de
apoptosis neuronal.

Para los ensayos de proteinas de sobrenadantes post-nucleares (PNS), se utilizaron 2 x
10® de microglia purificada que se infectara o no (NI) con las diferentes cepas de
Listeria monocytogenes durante 20 minutos y una proporcion de infeccion 10:1
(bacterias: células). Las células se lavaron 3 veces con tampén HBE antes de la
homogeneizacién como se describe en (Chao y col., 1992; Del Cerro-Vadillo y col.,

2006). Se obtuvieron 0,15 mg/mL de proteina en PNS de microglia purificada.
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6.3. Estudios protedmicos

6.3.1. Obtencién vy aislamiento de fagosomas y endosomas. Andlisis de su composicion

proteica

Las lineas celulares BV2 y J774 se infectaron con las cepas de Listeria
monocytogenes (LMY, LMAHC, LMAA o LMAPIARPIB) qurante 20 minutos con una
proporcion de infeccion de 10:1 (bacterias. células). Posteriormente, se recogen
utilizando un raspador celular y se realizan dos lavados (con HBSS y centrifugando 5
min a 800 x g) y después se homogenizan los sedimentos celulares con HBE. Mediante
centrifugacion se recogen las fracciones post-nucleares que son |os sobrenadantes de la
centrifugacion (PNS). Las fracciones fagosomicas se aislan a partir de los PNS (del
inglés post-nuclear supernatant, sobrenadantes postnucleares). Los PNS se dividen en
alicuotas de 100 L, se congelan directamente en nitrogeno liquido donde se amacenan
hasta su utilizacién. Para el aislamiento fagosomal, se descongelan las alicuotas de PNS.
El procedimiento para el aislamiento fagosomal consiste en someter una alicuota de 100
uL de PNS, a un gradiente discontinuo de sacarosa de 8,8-20-40% y centrifugar a 1.400
X g. Los fagosomas se recuperan de lainterfase 8,8-20%. La pureza de los organulos es
monitorizada por un andlisis bioquimico, como previamente ha sido descrito, para
evaluar la contaminacion con otros componentes celulares (Prada-Delgado y coal., 2001,
Del Cerro-Vadillo y col., 2006; Carrasco-Marin y col., 2009; Carrasco-Marin y col.,
2011) La cantidad de contaminacion con ARN en los fagosomas, se estimo en todas las
preparaciones fagosdmicas usando Tri-reagent para € aislamiento del ARN, ADN y
proteina de la misma muestra (Molecular Research Center, Inc. OH, USA). A
continuacion, se midio la cantidad de ARN vy proteina utilizando un equipo Nanodrop y
se hicieron geles de agarosa para comprobar las dos formas del ARN ribosomal, €
pequefio de aproximadamente una banda de 2 Kb en geles de agarosa y e grande de
aproximadamente una banda de 5 Kb. Se estim6 la viabilidad de Listeria
monocytogenes en las preparaciones fagosomales después del contgje de CFU/mL en
placas de agar sangre y seleccionando solo aquellas preparaciones fagosdmicas con

nimero de viables de 500 CFU/mL (aproximadamente 30 ug de proteinas fagosomal es)
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para western-blot. La integridad fagosomal y la citotoxicidad también se comprueban
como se describe previamente (Carrasco-Marin y col., 2009).

Los endosomas formados en células BV2 y J774 no infectadas (NI) se
obtuvieron como se describe en (Del Cerro-Vadillo y col., 2006; Rodriguez-Del Rio y
col., 2011). Las células microgliales BV2 y los macrofagos J774 no infectados (NI) se
homogeneizaron en tampén HBE, para obtener fracciones post-nucleares, se congelaron
rapidamente en nitrégeno liquido y almacenaron a -80°C. Para obtener posteriormente
las fracciones endosomales, los PNS descongelados se diluyen rgpidamente a razon de
% en HBE, se centrifugan a 37.000 x g durante 1 minuto y los sobrenadantes resultantes
se centrifugan a una velocidad de 50.000 x g durante 5 minutos, los sedimentos
obtenidos se corresponden con la fraccion endosomal enriquecida. La pureza de estos
organulos fue monitorizada mediante pruebas bioquimicas de forma similar a los
fagosomas, y como se ha descrito con anterioridad (Prada-Delgado y col., 2001; Del
Cerro-Vadillo y col., 2006; Carrasco-Marin y col., 2009; Rodriguez-Del Rio y col.,
2011). En los estudios de western-blot, estas fracciones endosomales se cuantificaron
para proteina mediante un Nanodrop y se cargaron 30 g de ellas por carril en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y se usaron como vesiculas control (CONT) para
estandarizar los niveles basales en e andlisis de la composicion proteica de los
fagosomas, a provenir de los mismos tipos celulares que los fagosomas, tal y como se

habia descrito anteriormente (Rodriguez-Del Rioy col., 2001).

6.3.2. Andlisis comparativo de fracciones fagosomal v citosdlica

Se cultivaron macréfagos J774 y microglia BV2 a razén de 2 x 10°
célulag/pocillo en las placas de cultivo. Las células fueron infectadas con las cepas de
Listeria monocytogenes en una proporcion de infeccion de 10:1 (bacterias. células)
durante 20 minutos. El aislamiento de los fagosomas se realizd como se describid
anteriormente y, después, se separaron las fracciones fagosomales y citosolicas
mediante centrifugacion, a una velocidad de 35.000 x g durante 5 minutos. Los
sedimentos obtenidos corresponden a los fagosomas (fracciones fagosomales), mientras
gue los sobrenadantes corresponden al citosol (fracciones citosolicas). Los fagosomas se
aislaron a partir de alicuotas de PNS. Ademés, se utilizd un PNS adicional, para estimar
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el porcentgje total de Listeria monocytogenes internalizada y expresado como CFU/mL.
Los porcentgjes de bacterias viables en las fracciones fagosdmicas y citosolicas se
calcularon de la manera descrita (Carrasco-Marin y col., 2009; Carrasco-Mariny col.,
2011) y segun €l siguiente calculo de proporcion: (PNS- n° de fagosomas/PNS) x 100.
Los resultados se expresan como porcentgjes de CFU/mL internalizada total en PNS
(media+ DE).

6.3.3 Western-blots

Después de la purificacion de los fagosomas, obtenidos a partir de las diversas
condiciones segun € tipo celular J774 o BV2 e infectados con las diversas cepas de
Listeria monocytogenes, se utilizaron parte de estas muestras para examinar su
composicion proteica mediante western-blot. Se cargan geles de SDS-PAGE a 10%
con 30ug por carril de proteinas fagosomicas purificadas de cada muestra y cada
condicion y se separaron en dichos geles, para posteriormente, realizar unatransferencia
a una membrana de nitrocelulosa (1,5 h, 200 V, 120 mA, 90 min), después se afiade una
solucion de bloqueo que se basa en BSA (Dd inglés Bovine serum albumin) en PBS

durante 30 minutos para bloquear todos los sitios sin proteina en la membrana.
Posteriormente, se procede a realizar varios lavados para eliminar la solucion de
blogueo con PBST (PBS-Tween20) y se afladen los anticuerpos primarios diluidos en
PBS con azida sodica y se incuban entre 30-60 minutos o toda la noche a 4°C y en
oscuridad, dependiendo del anticuerpo. Posteriormente, se realizaron varios lavados y se
incubaron con los anticuerpos secundarios, también diluidos en PBS con azida sddica
durante 1-2 horas en oscuridad y a temperatura ambiente. Finalizado este tiempo, se
retiraron los anticuerpos, se lavaron las membranas y escanearon para analizar los
resultados. Se ha utilizado el anticuerpo Rab5c como un control de carga en todos los
experimentos de western-blot, ya que los niveles de esta proteina no son modificados
por lainfeccion de Listeria monocytogenes (Rodriguez-Del Rio y col., 2011; Carrasco-
Mariny col., 2012).

Se utilizaron como control también, las muestras de fracciones endosomales de las que
se cargaron 30ug por carril de estas fracciones que se usaron como vesiculas control
(CONT) para estandarizar los niveles basales en el andlisis de la composicion proteica

de los fagosomas (Rodriguez-Del Rioy col., 2001).
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6.4 Ensayos de cinéticas de infeccion

Se infectan las lineas celulares (BV2 y J774), cultivos mixtos de microglia
(Mixed-MG), BMDMs y microglia primaria purificada (MG). (Alvarez-Dominguez y
Sahl, 1999; Alvarez-Dominguez y col, 2000; Prada-Delgado y col, 2001; Del Cerro-
Vadilloy col., 2006; Carrasco-Mariny col., 2009; Carrasco-Mariny col., 2011).

Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos a razén de 1 x 10° célulasmL y se
infectaron con las cepas de Listeria monocytogenes en una proporcion de 10:1
(bacterias. células) durante 15 minutos. Posteriormente, se incubaron durante 45
minutos en medio de cultivo DMEM con 30 pg/mL de gentamicina para eliminar las
bacterias extracelulares que aln no hayan conseguido ser internalizadas como se
informa en (Carrasco-Marin y col., 2009; Frande-Cabanes y col., 2014). Tras estas
incubaciones y a partir de aqui, se considera e tiempo 0, después se dejaran otras placas
con células infectadas con las diversas cepas de LM a diferentes tiempos de infeccion
(4, 8 y 16 horas) en DMEM sin antibidtico. Para parar la infecciéon a cada tiempo, se
anade una alicuota de PBS y se congela y conserva a -80°C la placa correspondiente.
Posteriormente, se descongelan las placas, ayudando asi alalisis cdlular, se afiade PBS-
triton a 0,01-0,05% durante 5 minutos para terminar de lisar las células y liberar las
posibles bacterias que contengan. De estas muestras, se hace una bateria de diluciones
hasta aproximadamente un rango de 1 x 10-/, y se siembran en placas de agar sangre,
por duplicado cada dilucién de cada condicion a cada tiempo de infeccion. Para después
hacer contgje de las CFU/mL y estimar € n° de bacterias viables por mL en cada tiempo
de infeccion y por cada condicion. El experimento se realiza por triplicado y se calcula
lamedia + DE de tres experimentos independientes.

Las cuantificaciones de CFU/mL alas 16 horasy las CFU/mL alas 0 horas, se expresan
como una fraccion (CFU/mL a 16 horas/CFU/mL a 0 horas) + DE de los triplicados y
se representaron como se describe (Alvarez-Dominguez y col., 2000; Prada-Delgado y
col., 2001; Ded Cerro-Vadillo y col., 2006; Carrasco-Marin y col., 2012) y se

consideraron estas fracciones cal culadas como indices de replicacion bacteriana (RI).
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6.5. Expresion transcripcional de células microgliales

Se cultivaron céulas de microglia (MG) y céulas BV2 (1 x 10°
célulag/pocillos) en placas de 6 pocillos y después fueron infectadas o no (NI) con
diferentes cepas de Listeria monocytogenes (LM™T, LM?-° 0 LM**“*) a una proporcién
de infeccion de 10:1 (bacterias: células) durante 20 minutos a 37 °C, seguido de una
incubacion de 45 minutos en presencia de gentamicina (20 pg/mL) y, seguido de una
incubacién de 16 horas en DMEM con 5 % de suero (FBS). Las muestras no infectadas
(NI) corresponden a los controles y proporcionan los niveles basdes ya que se
cultivaron ala misma concentracion celular y se trataron en las mismas condiciones. A
continuacion, se realizo una extraccion de ARN total de las células NI e infectadas con
cada cepa usando € kit Qiagen (kit de aislamiento de ARN total de RNeasy, QIAGEN,
P/N 74104). Se andiz6 la cantidad de ARN celular total, su integridad y calidad y su
variacion gue oscilaba entre 26-31 ug totales de todas las muestras. Se analizaron la
integridad del ARN en geles de agarosa a 1% y las dos formas de ARN ribosomico, €l
de 28S y e de 18S que s no han sido degradados tienen una proporcién 2:1,
respectivamente. La calidad del ARN se estim6 en un valor cercano a 2.0 de larelacion
A260/280 nm y la concentracion se calculd con la suposicion de que 1 OD corresponde
a40 pg/mL de ARN medido a una absorbancia de Azsonm- A partir de estas muestras de
ARN aslado se redizaron los microarrays diferenciales utilizando e chip de
Affimetrix, GeneChip MOE430A2.0, que evallia 22.626 genes de ratdn y que aplica un
software de GCOS 1.3 Affimetrix® (Progenika S.A, Bilbao, Espania).

Los valores de los resultados obtenidos de los microarrays diferenciales se

expresan como SLR (Del inglés Sgnal Log Ratio) que corresponde a 1og2 del valor del
cambio (FC, del inglés Fold Change) de la version anterior del software de Affimetrix.
Por lo tanto, un valor SLR > 0,3 corresponde a genes inducidos y a valores > 1,2 FC;
mientras que valores SLR < -0,3 corresponde agenesy valores< - 1,2 FC.
Toda la informacion de la ontologia genética (Affimetrix NetAffx Analysis Center,
Progenika SA) y € andlisis de microarrays se depositaron en NCBI's Gene Expression
Omnibus (Alvarez C, 2011), accesible a través de GEO Series con € nimero de acceso
GSE32505 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE32505).
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6.6. Inmunofluor escencia y microscopia confocal

Las células utilizadas para microscopia confocal se crecen sobre cubreobjetos

circulares de vidrio y se fijan en paraformaldehido a 3% (dilucién en PBS) durante 15
minutos a temperatura ambiente. S se quieren conservar, siempre en oscuridad a
temperatura 4°C. Después se permeabilizan con PBS-Triton a 1% durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se afladen los anticuerpos marcados con e fluoréforo y se
incuban entre 30-60 minutos, dependiendo del anticuerpo y a temperatura ambiente, en
oscuridad. Posteriormente, los cubreobjetos se ponen sobre un portaobjetos y se fijan
mediante medio de montgje, para su observacion mediante microscopia confocal.
En este estudio, las células utilizadas para inmunocitoquimica se fijaron en
paraformaldehido a 3%. La actina se marco con e fluorocromo TRITC-faloidina. Las
células de microglia activadas se marcaron con e anticuerpo F4/80-PE. La
cuantificacion de las cepas de Listeria monocytogenes marcadas con FITC que co-
localizaron con actina (TRITC-faloidina) se realizé como se ha descrito en (Carrasco-
Mariny col., 2011). Las imagenes de las muestras se obtuvieron utilizando un equipo de
microscopia confocal Nikon A1R. La observacién y obtencion de imagenes a
microscopia confocal se describe en (Frande-Cabanesy col., 2014; Calderon-Gonzalez
y col., 2014).

6.7. Estudios funcionales

6.7.1 .Medicion de la produccion de oxido nitrico (NO) y peroxido de hidrogeno (H20,)

Se cultivaron células macréfagos J774, células microgliales BV2, BMDMs y
células microgliales primarias purificadas (MG) en una cantidad de 2 x 10° c8ulas /mL
en placas multipocillos. A continuacién, se infectaron durante 1 hora con 2 x 10’
CFU/mL de Listeria monocytogenes. A través de estos ensayos se obtuvieron medidas
de la de produccion de NO y H,0, seglin esta descrito (Alvarez-Dominguez y Stahl,
1999; Alvarez-Dominguez y col., 2000) utilizando €l reactivo de Griess y una curva
patrén de nitrito de sodio. Se mide la produccion de H,O, con € producto HRPO
(peroxidasa de rdbano de inglés, Horse-Radish-Peroxidase) dependiente de la
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conversion de rojo de fenol por € H,O, en un compuesto con una mayor absorbancia a
600nm (Alvarez-Dominguez y Stahl, 1999; Alvarez-Dominguez y col., 2000). Los
resultados se expresaron como nano moles (nmol) de NO o H,0, por 10° cdulas. Las
muestras se realizaron por triplicado y los resultados son la media + DE de tres

experimentos independientes.

6.7.2. Andlisis de citometria de flujo

Después de la infeccion con diferentes mutantes de Listeria monocytogenes se
midio la produccion de citocinas pro-inflamatorias en los sobrenadantes de |os cultivos
de cdlulas J774, células BV2, BMDMs o microglia primaria purificada mediante un kit
pro-inflamatorio CBA de la comparfiia Becton Dickinson (Del Cerro-Vadillo y col.,
2006; Carrasco-Marin y col., 2009;Carrasco-Marin y col., 2011). Las céulas
macrofégicas J774, las células microgliales BV2, los BMDMs y las células microgliales
primarias purificadas, se incubaron en placas de 96 pocillos (andisis de citocinas) o de
6 pocillos (estudio de marcadores de superficie a una densidad de 2 x 10° células/mL
con medio solo o con medio que contenfa 2 x 10’ CFU/mL de Listeria monocytogenes
durante 1 hora sin antibioticos y seguido de 24 horas de incubacién en medio completo.
Se centrifugaron las células y se recogio la mitad del volumen del sobrenadante. Se
almacend a -80°C hasta que se analizaron para estimar la concentracién de las citocinas
mediante FACS. Las muestras se analizaron por triplicado y los resultados
corresponden a la media + DE de dos experimentos separados. También se utilizé
FACS para la evaluacion de marcadores de superficie celular en células macréfagos
J774, células microgiales BV2, BMDM o microglia primaria purificada (MG): CD45-
isotiocianato de fluoresceina (FITC), CD14-FITC, F4/80-PE, IA“APC (MHC-II de
células macréfagos J774) o IAP-APC (MHC-II de células microgliales BV2, BMDMsy
microglia primaria) y CD11b-APC.

~ 70 ~



............................................ Listeriosis Cerebral en el Modelo Murino: Patogénesis y Prevencion
Materiales y métodos

6.7.3. Estudios de apoptosis celular

Para los experimentos de apoptosis neuronal a partir de sobrenadantes de
microglia primaria purificada (MG), BMDM, J774 o células BV2, cada uno de estos
tipos celulares fueron infectados con LM"" durante 1 hora y se incubaron en medio de
cultivo completo con gentamicina, para eliminar las bacterias extracelulares. Se
recogieron los sobrenadantes y se filtraron por filtros de 0,22 pum. Posteriormente, las
neuronas se cultivaron junto con una dilucién 1/10 de estos sobrenadantes durante 16
horas en su medio habitual. A continuacion, las neuronas se marcaron con Hoechst el
ADN de los nucleos y la tubulina con un anticuerpo especifico (anti-B-3-tubiling) y los
nucleos apoptéticos se contaron bajo un microscopio Optico, examinando 50 campos
por cada condicidn. Los resultados se expresan como porcentajes + DE de triplicados
(P < 0,05) y e andlisis estadistico se realizd con €l programa Sigma Plot 8.0. Las
neuronas murinas del hipocampo HN9 se utilizaron para € andlisis de apoptosis,
después de la incubacion de estas neuronas con una dilucion 1/10 de medio
acondicionado durante 16 horas. Se examind la apoptosis de las céulas HN9 por
analisis FACS después de marcar e ADN con DAPI (Molecular Probes).

Para la medida de apoptosis de las células BV 2, éstas son lavadas con HBSS y
PBS tras varias centrifugaciones de 5 minutos a 800 x g. Después son resuspendidas en
PBS con 2,5 mM de CaCl,. Para medir |a apoptosis se incuban las células con yoduro
de propidio (IP), un agente intercalante que se une a los écidos nucleicos, y con anexina
V en una proporcion 1:100. Esta proteina se une a la fosfatidilserina, un fosfolipido de
la membrana celular que en condiciones normales Unicamente se encuentra en la capa
interna de la membrana, pero que cuando la célula sufre apoptosis queda expuesta a la
superficie celular y se puede unir a la anexina. Asi, teniendo esto en cuenta y sabiendo
que las membranas celulares no son permeables a estos compuestos, e andlisis por
citometria de flujo (FACS) permite estudiar la apoptosis de una poblacion celular
utilizando laanexinaV conjugada con un fluorocromo y € yoduro de propidio (IP) (que
tiene fluorescencia propia, con un maximo de emision de 617 nm). Para poder observar
las distintas etapas de apoptosis celular.
El marcaje de fluorescencia, microscopia confocal y estudios de apoptosis de neuronas
HNO se redlizaron seguin (Carrasco-Mariny col., 2011).
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6.8. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se aplic |la prueba “T de Student”, P <0,05 fue
considerado significativo utilizando GraphPad para la presentacion grafica. La prueba
de ANOVA fue aplicada para los andlisis de citocinas siguiendo las instrucciones del
fabricante (BD Biosciences, San Jose, CA).
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V. RESULTADOS

1. Determinacion de la célula diana en € sistema nervioso central
(SNC)

Estudios precedentes (Lorber, 1997; Moragasy col., 2010) describen €l especial
tropismo de Listeria monocytogenes por € sistema nervioso central (SNC).
La manifestacion clinica mas habitual en e adulto es la meningitis, siendo la
romboencefalitis y el absceso cerebral infrecuentes, pero de peor pronéstico. La forma
de presentacién de este patdgeno es muy variable y a menudo se confunde con otros
sintomas clinicos mas prevalentes que provocan una demoraen e diagnéstico inicial de
laenfermedad y por |o tanto en su tratamiento.
Todo esto hace que ésta sea una de las complicaciones més graves de la infeccion por
Listeria monocytogenes en humanos. Por ello y porgue es una de las partes del ciclo de
infeccion menos conocidas, se procedid a su estudio.
Anteriormente, se habian descrito algunas células como posibles dianas potenciales de
Listeria monocytogenes en el cerebro, como por gjemplo las células epiteliales del plexo
coroideo, las células ependimarias, los macrofagos, la microglia o las neuronas
(Schititer y col., 1999).
Por lo cual, lo primero que se quiso examinar, fue a qué células del cerebro afectaba la

infeccion y cudl o cudles eran las dianas principal es de este patdgeno.

En primer lugar, se estudiaron dos tipos celulares del sistema nervioso central
(SNC) por su relevancia en relacion con este patdgeno previamente descrito (Dramsi y
col., 1998) y utilizando un modelo de infeccion in vitro de cultivos primarios de
neuronas murinas procedentes de hipocampo de cerebro de raton. Estos cultivos
primarios se obtenian de ratones neonatos de 1-2 dias de edad y contenian 95%
neuronas, 2% de células de microgliay € resto, otros tipos de células gliades (Lépez-
Fanarragay col., 2007).
Estos cultivos se infectaron con cepas de Listeria monocytogenes modificadas
genéticamente para que expresen la proteina fluorescente GFP, GFP-Listeria, |0 que se

observa como fluorescencia verde (color verde en las Figuras). Se afadi6 alas muestras
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como marcador de neuronas anti-tubulina 3 que se observa como fluorescencia azul
(color azul en las Figuras) y para macréfagos, se utilizd6 un marcador de activacion
especifico, F4/80, que se detecta con un anticuerpo conjugado al fluorocromo, TRITC
(del inglés, 5/6-tetramethyl-rhodamine isothiocyanate) que se observa como
fluorescenciaroja (color rojo en las figuras) mediante microscopia confocal .

Este sistema de cultivo mixto nos permitié andizar las interacciones entre estas dos
poblaciones celulares. Como se muestra en (Fig.11 y Fig.12), LM"" cepa silvestre de
Listeria monocytogenes (canal verde) infecta de manera efectiva ala microglia primaria
(canal rojo) y esta préacticamente ausente en las neuronas (canal azul). A partir de las
imagenes obtenidas de microscopia confocal, se concluye que no se puede encontrar
ninguna bacteria fuera de lamicroglia.

La cuantificacion de los porcentges de microglia infectada en 10 experimentos
diferentes realizados por triplicado, mostré que el 99% de la microglia estaba infectada
por Listeria monocytogenes mientras que apenas € 0,01% de las neuronas contenia
bacterias (Frande-Cabanes y col., 2014). Esto sugiere que Listeria monocytogenes

invade principa mente las células de microglia, mientras que no infecta neuronas.
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Figura 11. Imagenes de microscopia confocal de cultivos mixtos de células murinas de hipocampo
infectados con GFP-LM. Las células microglides estan marcadas con F4/80 (canal rojo) y fueron
infectadas con GFP-LM (cana verde) mientras que las neuronas, que se marcaron con €l anticuerpo
antitubulina B3 (canal azul), no mostraron bacterias intracelulares. Las barras de escala se corresponden

con 50 pm.
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Figura 12. Imagen de microscopia confocal de la infeccién de GFP-LM a un cultivo mixto murino,
portada de larevista Glia en Febrero de 2014. (Frande-Cabanesy col., 2014).

Por lo tanto, se concluye que la microglia es la célula diana del patdgeno en €

sistema nervioso central (SNC).
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2. Losfactoresdevirulencia dela céluladianay como actian

2.1. Cinéticas de infeccion en células microgliales y macro6fagos. diferencias en la
implicacion dela LLO y otros factores de virulencia de Listeria monocytogenes

Existen estudios detalados de los factores de virulencia de Listeria
monocytogenes y de diversas cepas mutantes de este patdgeno, todos ellos de gran
relevancia e implicados en el proceso de infeccion en macréfagos (Prada-Delgado y
col., 2001). Por €llo, y en comparacion, se estudié la infeccién con Listeria
monocytogenes de fenotipo salvaje y de varias cepas mutantes en células de la
microglia, como lalinea celular BV 2, y en las células macrofégicas de la linea celular
J774. Esta Ultima linea celular, descrita y caracterizada en detalle por e grupo de la
doctora Carmen Alvarez-Dominguez (Alvarez-Dominguez y Stahl, 1999; Del Cerro-
Vadilloy col., 2006).

A continuacion, se redlizaron andlisis de cinéticas de crecimiento de Listeria
monocytogenes infectando, por una parte, cultivos de microglia: cultivos mixtos de
hipocampo (Mixed-MG), células de microglia purificadas y la linea celular de
microglia, BV2. Por otra parte, también se infectaron macrofagos, tanto macréfagos
diferenciados de células de médula 6sea (BMDM) (Carrasco-Marin y col., 2011,
Carrasco-Mariny coal., 2012), como lalinea celular macrofégica, J774 (Fig.13).

Para lainfeccion, se utilizaron varias cepas de Listeria monocytogenes, la cepa silvestre
LMYT y otras cepas mutantes de Listeria monocytogenes deficientes en genes
implicados en etapas relevantes del ciclo de infeccion de este patégeno como la cepa

mutante deficiente en el gen que codifica para ActA (LM

, la deficiente en € gen
que codifica para LLO (LM*°) y la deficiente en los genes que codifican para las

fosfolipasas PICA y PIcB (LM~P/CASPIcB),

Se hizo recuento de las unidades formadoras de colonias o CFUs (del inglés,
Colony Forming Units) obtenidas a distintos tiempos de infeccion. En el andlisis de la
cinética de LM en cultivos mixtos de microglia (Mixed-MG), microglia purificada o

BV2, se observO un crecimiento exponencial caracteristico a las 4-8 horas, a cudl,
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seguia una fase de crecimiento estacionario 0 meseta a las 16 horas postinfeccion, y que
es similar alacinética de infeccion de LM en macréfagos de médula 6sea (BMDM) y
en la linea macrofagica, J774 (Fig.10) (Alvarez-Dominguez y Sahl, 1999; Prada-
Delgado y col., 2001; Carrasco-Marin y col., 2009, Carrasco-Marin y col., 2011; Del
Cerro-Vadilloy coal., 2006).
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Figura 13. Cinéticas de infeccion de cultivos mixtos de microglia murina, microglia purificada, BV 2,
BMDM vy células J-774 infectadas con diferentes cepas de Listeria monocytogenes (LMY, LM°,
LIMAACA y | MAPIARPICBY 1 s resultados son expresados en CFU (media + DE); obtenidos de muestras por
triplicado de tres experimentos independientes (las principal es diferencias se observan entre |los resultados
de LMW and LMAH-C y LMAPIARPIE B < 0, 05).

Podemos concluir que las cinéticas de infeccion de Listeria monocytogenes de la
cepa con fenotipo silvestre son similares en macréfagos (M@) y en microglia (MG),
presentando un crecimiento exponencial hasta las 8 horas y después una fase
estacionaria a tiempos més largos. Por otra parte, mientras que e crecimiento en los

macréfagos esta controlado por el factor de virulencia LLO, ya que su deficiencia hace
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gue esta cepa deficiente no crezca y sea degradada, en la microglia, este factor de
virulencia no parece importante para el crecimiento, como se observaen la (Fig.13), ya
gue crece con una cinética similar a la cepa de fenotipo silvestre, aunque detectandose
un menor numero de bacterias, al igual que con las bacterias deficientes en ActA.

Se puede afirmar que en lamicroglia el crecimiento de Listeria monocytogenes no esta
controlado por laLLO, por lo que, en comparacion con los macrofagos, |os factores de

virulencia que participan son distintos.

2.2. Crecimiento de Listeria monocytogenes en microglia. Nucleacion de los

filamentos de actina

Figura 14. Imégenes de microscopia confocal de microglia primaria purificada aislada de cultivos mixtos
de microglia, con tincion de filamentos de actina con TRITC-faloidina (canal rojo) y nucleos tefiidos con
Hoeschst. Se infecté con GFP-LMY" (canal verde). Las barras de escala son 10 pm para la imagen

superior izquierda, 50 um para la imagen superior derecha 'y 25 pm para las imagenes inferiores. La co-
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localizacion de GFP-LM"YT y actina (fluorescencia amarilla) muestra las colas de cometa de actina de

Listeria monocytogenes en el citosol (imagen marcada con flecha).

En la imagen inferior izquierda de la (Fig.14) se observa una preparacion de
microglia mediante microscopia confocal, donde se observan los filamentos de actina
con unatincion con TRITC-faoidina (cana rojo) que colocalizan con los microtubulos
a realizar una tincién de la tubulina (cana verde). La co-localizacién intracelular de
actina y tubulina es una caracteristica de la microglia, mientras que en las neuronas no

co-localizan filamentos de actinay microtubul os.

Lamicroglia primaria purificada infectada con LM"" presenta un alto nimero de
bacterias en € citosol (imagenes superiores Fig.14), filamentos de actina nucleados
MALLO y LMAACtA

presentan crecimiento exponencial (Fig.13). Este crecimiento exponencial de Listeria

(imagen inferior derecha Fig.14) y donde ademés las cepas LM"T, L

monocytogenes se produce en el citosol y es similar tanto en macr6fagos como en la
microglia, |0 que se observa por la nucleacion de los filamentos actina, detallado en la

imagen inferior derechadela (Fig.14).

Como complemento a las cinéticas de infeccion (Fig.13), se obtuvieron
imagenes de microscopia confocal de muestras de cultivos de las lineas celulares BV2 y
J774 paracomparar € crecimiento de Listeria monocytogenes y sus cepas mutantes, con
los crecimientos observados en la microglia y los macréfagos purificados de hipocampo
y médula 6sea murina, respectivamente y poder verificar, si existen diferencias entre los
factores de virulencia implicados en la infeccion de Listeria monocytogenes en
microglia y en macréfagos. Para ello, se marcaron las distintas mutantes de Listeria
monocytogenes con FITC (De inglés, Fluorescein IsoTioCyanate, isocianato de
fluoresceind) (canal verde), e citoesqueleto de las céulas del cultivo con TRITC-
faloidina (cana rojo) y los nacleos celulares con Hoechst (canal infrarrojo que se
detecta como color azul). Algunas de las muestras, las muestras control con células sin
infectar, se incubaron con un anticuerpo especifico para un marcador de la activacion de
macr6fagos como son las moléculas de histocompatibilidad de clase Il (MHC-I1 0 IA en
raton), que es caracteristico de cada tipo celular, asi las células de microglia (BV2) son
IAP mientras que las células macrofagicas (J774) son IAY, estos anticuerpos anti-1A se

observan en otro cana mediante microscopia confocal (canal azul, en lafigura en color
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blanco). Los resultados obtenidos se muestran en la (Fig.15), donde se observa: (i) que
se caracterizan correctamente los tipos celulares, macréfagos J774 y microglia BV2
controles (sin infectar) con sus marcadores especificos correspondientes de MHC-II
(Fig.15A); (ii) que no hay grandes ateraciones en los filamentos de actina entre ambos
tipos celulares infectados 0 no; (iii) las células BV2 son mas sensibles a una infeccion
con la cepa patogénica de Listeria monocytogenes, LMY, que las J-774 (Fig.15B); (iv)
la mutante LM*P**'®® no puede escapar de los fagosomas secundarios en los J774;
mientras que en las BV2 s logra escapar e infectar a otras células; (v) la mutante
LM que en condiciones normales (como se observa en J774 y descritas en
bibliografia mencionado anteriormente), presenta nimeros de infeccion intracelular
bajos a infectar sdlo alas células en las etapas iniciales, no nuclea filamentos de actina

y carece de movilidad en € citosol. Esta cepa LM***

MALLO

en las células BV 2, presenta gran

cantidad de bacterias, similar alas mutantes L pero en menor cantidad que la cepa

ALLO
M

de fenotipo silvestre LMY, (vi) la mutante L presenta cierto crecimiento

fagosomal en las cdlulas de lamicroglia BV 2, 1o que no ocurre en los macréfagos J-774.

En conclusidn, todos estos datos indican que la infeccion en las células de la
microglia es diferente a patrén de infeccién en los macréfagos y que e factor de
virulencia LLO juega un papel distinto, al no ser decisivo para que la bacteria escape de
los fagosomas y por o tanto, no es relevante para su crecimiento intracelular en la
microglia, a pesar de ser necesario en los macrofagos (Join-Lambert y col., 2005; Del

Cerro-Vadilloy col., 2006; Carrasco-Mariny col., 2009; Carrasco-Mariny col., 2012).

~ 81 ~



............................................ Listeriosis Cerebral en el Modelo Murino: Patogénesis y Prevencion
Resultados

SIN INFECTAR CéulasJ774 CélulasBV2

Figura 15. A) Imagen de microscopia confocal de células control (sin infectar): macréfagos J774 y
microglia BV2 marcadas con Hoechst (canal infrarrojo que se ve en color azul), los filamentos de actina
marcados con TRITC-faloidina (canal rojo) y anticuerpo especifico de clase |1 especifico y caracteristico
de cada tipo celular, anti-IA° (BV2) y anti-IA? (J774) con streptoavidina (canal azul que se ve en color

blanco). Las barras de escala se corresponden con 5 um
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Figura 15. B) Imagen de microscopia confocal de infeccion de células J774 y BV2 marcadas con

Hoechst (canal infrarrojo que se ve en color azul) y los filamentos de actina marcados con TRICT-
faloidina (canal rojo) tras 90 minutos: sin infectar e infectados con LMYT —FITC y las mutantes
LMAPAARIE 1 TC LMAAY _FITC y LMA° -FITC (canal verde). Las barras de escala se corresponden

con 10 pm

2.3. Localizacién sub-celular de Listeria monocytogenes. Comparacion entre

microgliay macr 6fagos

A continuacion, se examind la distribucion intracelular de la bacteria en la
microglia comparada con los macrofagos. Para ver la localizacion sub-celular de las
diferentes cepas de Listeria monocytogenes en macréfagos y microglia, se utilizé una
técnica ya descrita en células J774 que cuantifica las bacterias viables en fracciones
aisladas y purificadas fagosdmicas y citosdlicas por separado (Carrasco-Marin y col.,
1999; Carrasco-Marin y col., 2011; Carrasco-Mariny col., 2012). Para ello, aislamos
primero las dos fracciones sub-celulares donde se localizan estas bacterias: la fraccion
fagosomal y la fracciédn citosolica; y posteriormente, para ver su capacidad microbicida,
se cuantifican las CFU/mL en dichas fracciones. Como tipo celular de microglia (MG)
se utilizaron BV2 y como macréfagos (M) se utilizaron J774.

L os resultados obtenidos se pueden ver en la siguiente tabla (Tabla2).
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Tabla 2. Tabla que recoge los datos de porcentajes de fracciones fagosomales, fracciones citosolicas y

CFU/mL intrafagosomales (CFUs en la Tabla), resultado de la infeccion durante 2 h de las células BV2 y

J774 con LMY, LMAHO| LMAATA y | MAPIA2PICE 6o una proporcidn de infeccién (10:1).

(%) Fraccion (%) Fraccion CFUs

Fagosomal Citosdlica I ntrafagosomales
BV-2 J-774 BV-2 J-774 BV-2 J-774
(MG) (M@) (MG) (M@) (MG) (M@)
LMWT 20+ 1 30+3 80+6 70+ 6 80+1 20+1
LMAo [ @385 ) 1005 { 62:4)| 0:05 75+ 2 7+05
L M AACA 20 +3 30+3 88+ 6 70+ 2 77+2 6+04
L M ApIcALpIcB 90+ 4 75+ 4 10+ 4 25+0,5 10+1 5+0.2

En las células de microglia BV2, las cepas de Listeria monocytogenes LMY,
LMAH0 y LMA™ mostraron una localizacion citosdlica dominante con sélo e 20-38%
de las bacterias localizadas en la fraccion fagosomal (Tabla2), mientras que la cepa

MApIcAApIcB

mutante L mostré una distribucion fagosomal dominante.

DACtA
M

En comparacion, en las células macréfagicas J774, las cepas LMYy L también

mostraron una localizacioén dominante en el citosol, en este caso con un 30%. Y a igual

que en microglia, la cepa LMAPICAPIcE

también mostré una distribucion mayor en la
fraccion fagosomal con un 75%. Sin embargo, encontramos claras diferencias en la
distribucion de la cepa mutante en lalisteriolisina O (LM2-9).

La localizacion sub-celular de bacterias deficientes en LLO en macréfagos es un 100%
en los fagosomas; mientras que en la microglia, la distribucion en fagosomas es menor

del 40% y aproximadamente &l 60% se localizaen € citosol.

Por otra parte, también se puede observar en los resultados recogidos en la
(Tabla 2), que @ recuento de CFU/mL intrafagosomales en microglia (BV2) es mucho

mayor que en los macréfagos (J774). En conjunto, se podria decir que las células de la
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microglia son menos microbicidas que los macréfagos, puesto que las CFU/mL
citosolicas son muy atas, mientras que las intrafagosomales muy bajas en la microglia;
lo que indica que los fagosomas destruyen pocas bacterias que logran escapar a citrosol
en nimeros atos. Esto se detecta mejor con las bacterias mutantes en LLO, LM*°, que
en los macréfagos no pueden escapar a citosol, mientras que en la microglia si. Esto
altimo nos lleva a pensar que los fagosomas de la microglia son distintos a los de los

macr6fagos.

3. Estudio dela expresion génica post-infeccion

En macréfagos, solamente Listeria monocytogenes citosolica induce respuestas
transcripcionales correspondientes a la respuesta inmune innata (McCaffrey y col.,
2004; Herskovits y col., 2007; Carrasco-Marin y col., 2011). Por €llo, para estudiar €
transcriptoma que induce este patdgeno en la microglia, comparamos la expresion
génica tras la infeccion de células macrofagicas (J774) y de microglia (BV2) con
distintas cepas de Listeria monocytogenes capaces de crecer en el citosol. En un
principio, se redliza un andlisis transcripcional diferencial de ARN de las células
infectadas frente a las no infectadas, para seleccionar los genes especificos de la
infeccion por este patdgeno. Posteriormente, se aplica otro analisis diferencia entre las
distintas bacterias mutantes para escoger aquellos genes especificos de cada mutacion.
Mas tarde, se aplicaran agrupamientos selectivos referentes a la respuesta inmune y se
verifican todos estos andlisis transcripcional es con estudios protedmicos.

3.1. Microarrays y agrupamiento de genes inmunes. Patrones comunes y

diferenciales del transcriptoma de macr6fagosy microglia traslainfeccion

En este estudio se analizaron |as respuestas transcripcional es inducidas por cepas
de Listeria monocytogenes de crecimiento citosélico en células de microglia BV2 y

después se contrastaron con las respuestas inducidas en macréfagos (J774). Nos
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centramos en los grupos funcionaes conocidos e involucrados en la inmunidad innata
de macrofagos.

En lo que se centro € andlisis trasncripciona fue en la expresion diferencial de los
genes incluidos en € chip de genes de Affimetrix (GeneChip MOE430A2.0) en células
BV 2 que previamente habian sido infectadas con cepas de Listeria monocytogenes con
crecimiento citosdlico (LMW', LM®C y LM*™) en comparacion con los niveles
basales de las células no infectadas (NT). Utilizamos células BV2 basandonos en una
estrategia previamente descrita para células J774 infectadas con cepas de Listeria
monocytogenes, esta estrategia combina € andlisis transcripcional y la composicion
proteica de |la plataforma fagosomal (Carrasco.Mariny col., 2012).

Estos datos transcripcionales se analizaron utilizando una aproximaciéon enfocada a las
agrupaciones funcionales involucradas en lainmunidad innata de los macréfagos (panel
inferior Fig.17) (McCaffrey y col., 2004; Herskovits y col., 2007; Leber y col., 2008;
Carrasco-Mariny col., 2011). Una ampliacion més detallada del andlisis bioinformético
de las respuestas transcripcionales se describe en la publicacion principa (Frande-
Cabanesy cal., 2014).

De los genes compartidos entre las distintas cepas mutantes de Listeria
monocytogenes (Fig.16), se seleccionaron los 20 genes de mayor expresion en
microglia (panel superior de Fig.17), ya sean reprimidos (cgas verdes) o inducidos
(cgas rojas), clasificandolos en dos patrones transcripcionaes: un patron comun a los

macrofagos y un patron especifico paralarespuestainmune de lamicroglia (Fig.17).
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Figura 16. El diagrama representa el nimero de genes expresado diferencialmente y en comin de los

andlisis transcriptémicos diferenciales de LLO- (LM*™9) frente a NT (sin infeccién), LLO+ (LM

"

frente a NT y cepa 1942 (LM*) frente a NT. Hay 162 genes que corresponden a un programa de

expresion comin a todas las muestras, con 41 genes inducidosy 51 genes reprimidos.
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Figura 17. Panel superior: se usaron células BV2 no infectadas (NT) e infectadas con LMW, LMA-C y
LM*“A para aislar ARN y obtener microarrays diferenciales. En el mapa de calor se presentan los 20
genes de mayor expresion diferencial (de los 162 obtenidos y 93 de ellos implicados en respuesta
inmune), que representan el grupo de inmunidad innata de Listeria monocytogenes (Frande-Cabanes y
col., 2014). Los genes reprimidos se muestran en color verde y los inducidos en color rojo. Las zonas en
color negro corresponden a genes expresados de forma no diferenciada. En el panel inferior: se muestra
un mapa de calor comparativo entre resultados en células BV2 y células J774 donde se recogen los genes
mas representativos de |os dos patrones obtenidos: uno comun entre microglia BV2 y macréfagos J774 y
otro especifico de microglia.
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Se observaron claramente dos patrones transcripcionales en la microglia. El
primero, un patron de expresion génica, comun a transcriptoma de los macréfagos y
gue implica la induccién en las vias de sefiaizacion: TLR, NFkB y TNF. (McCaffrey y
col., 2004; Herskovits y col., 2007; Leber y col., 2008; Carrasco-Marin y col., 2012;
Scheffel y col., 2012). El gen actA de Listeria monocytogenes parecia ser responsable de
la expresiéon de los genes de citocinas y quimiocinas: cxcl2, ccl4 y tnf-a, € gen del
factor transcripciona nfkp y € gen de la molécula asociada a TLR-2, cd14 (panel
superior Fig.17). ElI gen hly participa minimamente en este patron transcripcional
reprimiendo e gen pi3kcg que inactivaria a la quinasa, Pi3K. El otro patron que se
detecto, era un patron especifico de la microglia'y que estaba regulado por € gen actA,
siendo un patron de represion que incluia varias vias de sefidizacion: los genes
reguladores del trafico fagosomal rabl4 (4) (Carrasco-Marin y col., 2012), genes
lisomales implicados en autofagia y en degradacion (atgdb, smpdl, vpsl6, scarb2,
rilpl). El gen hly bacteriano podria estar implicado en la represion de la via de
sefidizacion del IFN tipo I, como los genes ccl5 o jakl y en la hiperinduccion del
regulador negativo del IFN, e gen socs3.

3.2. Verificacion por protedmica. Expresion proteica en fagosomas purificados de

macr 6fagosy microglia

Tras los estudios transcripcionales, se procedid a la comprobacion de los
resultados obtenidos con arrays transcripcionales, a través de un estudio detallado de la
expresion proteica de fagosomas purificados. Estos fagosomas fueron obtenidos
mediante un protocolo ya descrito anteriormente (Carrasco y col., 2012). En este
estudio, se infectan las células de microglia BV2 con las diversas cepas de Listeria
monocytogenes, y se comparan con células macréfagos J774. Tras homogeneizar las
células de forma hipotonica, se purifican los fagosomas mediante centrifugacion en
gradientes discontinuos de sacarosa. Para estandarizar todos los datos, se mide la

concentracion proteica, cargandose por carril la misma concentracion de proteinas que
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corresponden a igual nimero de bacterias viables (30 pg/carril 0 500 CFU/mL) y que
analizan mediante Western Blot (Fig.18).

Lajustificacion de este estudio, posterior a estudio gendmico transcripcional, se
debe a que son las proteinas quienes realizan las funciones celulares, afianzando los
resultados que se han obtenidos con €l estudio genémico.
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Figura 18. Imagen del andlisis proteico y funcional de fagosomas, y endosomas como controles basales.
En la figura se muestran los western-blot (30 pg/pocillo) de fagosomas aislados de J774 y BV2 que
contenian LMY, LMAHC, LMAA o LMAPI4IE v de |os controles basales de endosomas procedentes de
BV2 y J774 (CONT). Se muestran los resultados de varias proteinas relevantes como NFkB, JAK1 o
SOCS3 asi como marcadores lisosdmicos como SCARB2 y SMPD1. Los nimeros de CFU/mL (CFU Phg

en lafigura) reflejan la cantidad de bacterias vivas dentro de los fagosomas utilizados en e western-blot.
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El estudio de la composicion proteica de los fagosomas nos ha permitido
confirmar la mayoria de los resultados de la transcripcién. Se concluye que los
fagosomas de la microglia, no son plataformas de la respuesta inmune innata para
controlar la viabilidad de las bacterias y su nUmero, como en los macrofagos. De hecho,
los CFU/mL intrafagosomales obtenidos fueron mas altos que en los fagosomas de los
macrofagos. Lo que indica que los fagosomas de microglia no son microbicidas, sino
plataf ormas inmunes que presentan una disociacion en las vias de TNF-a e IFN tipo 1.
Encontramos claras diferencias en laviadel IFN entre microgliay macrofagos, asi en la
microglia, los componentes de esta via estan disminuidos como son JAK1 y PI3K a
estar en gran cantidad €l represor de la via SOCS3. Ademas, |os componentes de la via
degradativa también estan en bajas cantidades, como RAB5a, SCARB2 0 SMPD1.

4. Funciones fagociticas afectadas relacionadas con € sistema nervioso
central (SNC)

4.1. Produccién de citocinas

A continuacion, se procedio a medir la produccion de citocinas proinflamatorias
caracteristicas de la listeriosis murina tanto en macr6fagos como en microglia (IL-6,
IFN, MCP-1, TNF-q, 1L-12). Se midieron en macréfagos derivados de médula Gsea
(BMDM) y en microgliaprimariay purificada. El andlisis de citocinas pro-inflamatorias
se realizd en los sobrenadantes del cultivo celular de macrofagos y microglia infectados
con diferentes mutantes de Listeria monocytogenes y cepa de fenotipo silvestre (LM™,
LMAHC LMAA*Y - tilizando el kit CBA (Becton Dickinson) y con una proporcion de
infeccion de 10:1 (bacteria: célula). También se incluyeron muestras incubadas con LPS
(10 ng/mL) como control positivo ya que estimula la produccion de citocinas en niveles
muy altos. Se recogieron |os sobrenadantes de los cultivos a las 24 horas de infeccion,
tras el tratamiento con 50 pg/mL de gentamicina para eliminar las bacterias
extracelulares. Para su almacenamiento, estos sobrenadantes se filtraron previamente

antes de ser congelados y amacenados a -80°C. El andlisis de citocinas se redliza
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mediante citometria de flujo. Los resultados obtenidos se expresaron como una

concentracion de citocinas (pg/mL media + DE, P <0,05).
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Figura 19. Graficos que representan los niveles de citocinas obtenidos a partir de: (izg.) microglia
primariay purificaday (dcha.) macréfagos derivados de médula ésea (BMDM). Ambos tipos celulares se
infectaron con diferentes mutantes de Listeria monocytogenes en una proporcién (10:1) durante 1 h.
También se incluyeron muestras incubadas con LPS (10 ng/mL). Los sobrenadantes del cultivo se
recogieron tras 24 h de infeccion en un medio que contenia 5 Oug/mL de gentamicina. Se analizaron los
niveles de citocinas pro-inflamatorias (MCP-1, TNF-q, IFN, IL-6 e IL-12) y los resultados se expresan

como la concentracion de citocinas (pg/mL media + DE, p<0,05).

Dos sefaes de la respuesta inmune innata controlan la infeccion por Listeria
monocytogenes, |0s genes regulados por TNF y los genes regulados por IFN (McCaffrey
y col., 2004; Leab y col., 2008; Carrasco-Marin t col., 2012). En nuestro experimento,
observamos diferencias en la produccion de citocinas pro-inflamatorias entre la
microglia purificada y los macrofagos de médula 6sea (BMDM). En primer lugar, se
observo que, después de lainfeccion por Listeria monocytogenes, la microglia primaria
purificada produjo niveles 10 veces superiores de TNF-a y niveles de la quimocina
MCP-1 que eran 3,5 veces mas altos que los de BMDM (Fig.19).

Lainfeccion con LM**“* noindujo la produccién de dichas citocinas/quimocinas en la
microglia, en comparacion con su produccion en macrofagos. Por |o tanto, € gen actA
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de Listeria monocytogenes podria estar implicado en la microglia, en la produccién de
TNF-a.

Otras citocinas pro-inflamatorias, como las interleucinas IL-6 e IL-12, se
produjeron en niveles similares en la microglia y en los macréfagos infectados con las
diferentes cepas de Listeria monocytogenes, LM, LM o0 LM****, a produccién de
IFN fue indetectable en la microglia infectada con cualquiera de las cepas de Listeria
monocytogenes LMW', LM*° o0 LM mientras que su produccién en macréfagos
BMDM fue significativa y similar a la que induce € lipopolisacarido (LPS) en
microglia y BMDM, & cual es utilizado como control positivo de produccion de
citocinas (barras blancas en la Fig.19) (Hanisck, 2002; Ribes y col., 2013). La
produccion de citocinas con microglia purificada del hipocampo y de los BMDM fue
similar a la obtenida usando células BV2 y J774 (Frande-Cabanes y col., 2014). En
conclusion, podemos decir, que Listeria monocytogenes en la microglia induce una
respuesta mediada por TNF-a y bloguea la respuesta mediada por IFN tipo I.

4.2. Mecanismos microbicidas oxidativos. Produccion de éxido nitrico y peroxido
de hidr égeno

Dentro de las funciones fagociticas nos encontramos |os mecanismos listericidas
oxidativos: la produccion de oxido nitrico, NO, y la produccién de peroxido de
hidrégeno, H,0..

En macréfagos, 1os genes regulados por € IFN controlan la produccion de NO 'y H,0,,
mientras que la sefializacién por TNF-a. controla solamente la produccion de NO (Jun'y
col., 1993; MacMicking y col., 1997; Coheny col., 2000; Prada-Delgado y col., 2001;
Carrasco-Mariny col., 2012). NO y H,0, son los principal es mecanismos microbicidas
que acttian en los macréfagos (MacMicking y col., 1997; Alvarez-Dominguez y col.,
2000) y en la microglia (Block y col., 2007; Ribes y col., 2010) para destruir a los
patdgenos, por lo tanto, se compard la produccion de estos compuestos toxicos en

ambos tipos de células.
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Figura 20. Gréficas que representan: (gréfica superior), la produccion de éxido nitrico NO de BMDM
(barras negras) y de la microglia primaria purificada (barras blancas) e infectadas con LMYT, LM y
LM, que se detecta en los sobrenadantes celulares. Los resultados se expresan como nano moles de
NO producidos por 10° células (media + DE, p<0,05) obtenidas con muestras por triplicado. La gréfica
inferior, muestra la produccion de H,O, en los BMDM (barras negras) y en la microglia primaria
purificada (barras blancas) infectadas con LMY, LM y LM*"° y detectados en los sobrenadantes
celulares. Los resultados se expresan como nano moles de H,0, producidos por 10° células (media + DE,
P <0,05).
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Lamicroglia purificada primariainfectada con |la cepa silvestre LM"", produjo
niveles de NO maés bgjos que los BMDM (P <0,05), mientras que la infeccion de la
microglia con LM*° o LM causd niveles alin més bajos (P <0,05) (Figura 3C).
Por el contrario, los BMDM infectados con las cepas de crecimiento citosolico en
macréfagos, LMY o LMA“™ obtuvieron una alta produccion de NO; y la cepa LMA-°
produjo niveles bgos de NO como se esperaba, ya que no presenta crecimiento
citosdlico en dichas células (MacMicking y col., 1991; Juny col., 1993; Coheny col.,
2000; Boldrick y col., 2002; Myersy col., 2003; Corr y O'Neil, 2010).

Por otra parte, la produccién de H,O, fue muy baja en la microglia infectada

con cualquiera de las cepas de Listeria monocytogenes, mientras que los macréfagos
mostraron niveles atos (Fig.20). La adicion de un ligando de TLR4 como €
lipopolisacérido (LPS), indujo niveles altos de NO y H,O, en la microglia y en los
BMDM (barras de LPS en las dos graficas de la Fig.20) (Ribesy col., 2013). Las lineas
celulares BV2 y J774, mostraron resultados similares a los de la microglia purificada y
los BMDM (Frande-Cabanesy col., 2014).
Se puede concluir, que las vias de sefidizacion del TNF-a y del IFN que regulan la
produccion de NO y H,O, estdn disociadas en la microglia infectada con Listeria
monocytogenes, aunque no en la microglia en reposo o activada por otra sefia positiva
como €l LPS (Hanisch, 2002). Sin embargo, también es posible que |os fagosomas de la
microglia, no estén preparados para producir suficiente H,O,.

En resumen, los macréfagos BMDM tras lainfeccion de Listeria monocytogenes
aumentan su produccién de oxido nitrico NO y perdxido de hidrégeno H,O,, mientras
que lamicroglia, tras la infeccion de Listeria monocytogenes disminuye su produccion.
Estos resultados se explican porque en la microglia, Listeria monocytogenes no dispara
los mecanismos microbicidas oxidativos clasicos como son e oxido nitrico y €
peréxido de hidrogeno que son regulados por la sefializacion inducida por € [FN tipo I.
Y sabemos también que, e oOxido nitrico es muy neurotéxico. ¢lntenta ser esto un
mecanismo protector para proteger a las neuronas? Es muy probable, ya que la
microglia primaria purificada produce niveles muy bajos de compuestos neurotoxicos y

microbicidas.
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4.3. Apoptosis neuronal. Analisis de la apoptosis neuronal por factores solubles
liberados por microglia

La listeriosis humana se caracteriza por ser una patologia centrada en la

colonizacion ddl sistema nervioso central (SNC) por parte del patdgeno y donde se cree
gue la citocina pro-inflamatoria TNF-a juega un papel esencial.
Por ello, y para explorar si la microglia infectada inducia apoptosis neuronal o
preservaba la viabilidad de las neuronas de alrededor, ideamos un modelo de listeriosis
humana in vitro, realizando cultivos primarios de neuronas de hipocampo procedentes
de cerebro de embriones murinos, de acuerdo con los protocolos descritos en (Lopez-
Fanarraga y col., 2007). Estos cultivos mixtos de neuronas y glia se infectaron con €l
patdgeno donde se observé que solamente las células de la microglia, los macrofagos
residentes del sistema nervioso central, se infectaban con la bacteria. Mientras que las
neuronas, no presentaban bacterias en su interior (descrito en e primer apartado de
resultados) (Fig.11y Figl2.). Sin embargo, estas neuronas sufrian cierta apoptosis, por
lo que esto sugeria que alguna sustancia secretada por la microglia al medio de cultivo,
inducia muerte neuronal programada; siendo las citocinas pro-inflamatorias 1L-6 y/o
TNF-q, los dos candidatos més posibles que ademas son producidas por la microglia
tras lainfeccion del patdgeno.

Por |o tanto, probamos la hipotesis de que la estrategia microglial después de la
infeccion por Listeria monocytogenes se centra en reducir los dafios neuronales. Para
ello, se examind directamente la apoptosis neuronal mediada por los productos
liberados por la microglia infectada con Listeria monocytogenes (Fig.21 y Fig.23). Se
infectd la microglia primaria purificada con las diferentes cepas mutantes de Listeria
monocytogenes o con la cepa silvestre LMY y se recogieron y filtraron los
sobrenadantes celulares para eliminar bacterias (LOpez-Fanarraga y col., 2007). Las
neuronas aisladas del hipocampo se co-incubaron con una dilucién 1/10 de los
sobrenadantes durante 16 horas. Para estimar la apoptosis, se cuantifico la
fragmentacion nuclear mediante e uso de microscopia confocal (Fig.22) o
alternativamente, se cuantifico la apoptosis de las neuronas HN9 murinas utilizando un
compuesto de union a ADN denominado DAPI que analizamos mediante citometria de

flujo (Frande-Cabanes y col., 2014). Se incluyeron ademas, dos controles negativos,
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consistentes en medio de cultivo solo o medios celulares de la microglia control sin

infectar o delos BMDM sin infectar (barras NI en laFig.23).

U/ resasn \2 ] eereasn \/
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Figura 21. Diagrama del experimento de microglia primaria purificada y neuronas aisladas. La microglia
primaria y purificada, se infectd con diferentes cepas de Listeria monocytogenes durante 1 hora,
seguido de una incubacion durante la noche con medio de cultivo completo con gentamicina,
gue mata a las bacterias extracelulares. Posteriormente, se recogieron los sobrenadantes y
filtraron utilizando filtros de 0,22 pym. Las neuronas aisladas se cultivaron junto con una

dilucién 1/10 de estos sobrenadantes durante 16 horas.
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Figura 22. La gréfica muestra €l porcentaje de apoptosis neuronal medido después del experimento de la
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figura anterior (Fig.18) en cada una de las condiciones. Los resultados se expresan como porcentajes
(mediax DE) (media* DE, P <0,05) obtenidos con muestras en triplicado.
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Figura 23. En esta figura, los cuerpos apoptéticos de las neuronas se pueden apreciar después de la
tincion y de su recuento utilizando un microscopio Optico. EI ADN aparece marcado en color azul y las

neuronas se detectan mediante la 3-3-tubulina, en color verde.
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Se observd que la apoptosis de las neuronas primarias tras incubarlas con €
sobrenadante filtrado de la microglia infectada con la cepa silvestre, LM, era tres
veces mayor que e control sin infectar (barras blancas en la Fig.22). Ademés, s se
incubaban estos sobrenadantes con un anticuerpo anti-TNF o s se incubaban con €
sobrenadante de la microglia infectada con la cepa LM**** | no se detectaba apoptosis,
lo que sugeria que tanto la citocina TNF-a. como el gen actA eran responsables de la
induccion de esta apoptosis en lamicroglia (barras anti-TNF / LM**“ en laFig.22). Sin
embargo, |la apoptosis neuronal alcanzaba niveles tan atos como € 45-47% de las
neuronas totales, s se incubaban con sobrenadantes de la microglia activada con |FN-y
0 con LPS, ambos controles positivos de induccion de apoptosis (IFN-y y barras LPS en
la Fig.22). Por otro lado, los sobrenadantes de los macr6fagos BMDM infectados con
cepas silvestres de Listeria monocytogenes (barras negras en la Fig.22) inducian un
porcentaje de apoptosis del 26-38%, € cud era mayor que € que inducia la microglia,
con las mismas cepas silvestres y que era solo un 17% maximo. Estos resultados eran
similares alos obtenidos con las lineas celulares, BV2 'y J774, descrito en € suplemento
de lapublicacion (Frande-Cabanesy col., 2014).

En conclusion, los macréfagos infectados con Listeria monocytogenes inducen
una alta proporcion de apoptosis neuronal (40%), mientras que la microglia infectada
con este patégeno sblo induce un 20% de apoptosis, 10 que sugiere que existe un
mecanismo protector para evitar una muerte neuronal exagerada. EI mecanismo que
utiliza la microglia, para no activar la muerte neuronal, implica controlar su propia
activacion, mediante € bloqueo de la sefidizacion mediada por € IFN tipo | que
controla los mecanismos bactericidas oxidativos, es decir, la liberacion de radicales de
Oxido nitrico y peroxido de hidrégeno, los cuales no se producen y evitan asi, la
apoptosis neuronal .

En resumen, estos resultados indicaron que los altos niveles de TNF inducidos en la
microglia después de lainfeccion por Listeria monocytogenes, son regulados por el gen
actA del patdgeno, gue induce una apoptosis neuronal limitada en comparacion con la
apoptosis inducida por otros estimulos clasicos, tales como LPS o IFN-y. En definitiva,
la microglia controla su activacion, para evitar la apoptosis neuronal que se suele

inducir en los fagocitos, cuando se produce unainfeccion por Listeria monocytogenes.
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4.4. Ladiseminacion delainfeccién a otras células fagociticas

4.4.1 Andlisis de marcadores de superficie celular

A continuacién, se analizaron los marcadores de superficie celular, para verificar
s la infeccién las diferentes cepas de Listeria monocytogenes, producia una
modificacion de la expresion de marcadores de la superficie celular de la microglia, en
comparacion con los macréfagos.
Todas las preparaciones de la microglia se marcaron con una serie de anticuerpos que
detectaban las siguientes moléculas mediante citometria de flujo, FACS: CD11b, F4/80,
IAP (MHC-Il en ratones C57BL/6) o CD45. Antes de la infeccién por Listeria
monocytogenes (barras NI en la Fig.24), e 90% de las células de microglia eran
CD11b"CD45" positivas, reflejando su origen mielomonocitico y su pureza (Scheffel y
col., 2012; Greter y Merad, 2013). Curiosamente, la microglia disminuyo
significativamente su expresion en € marcador CD11b después de la infeccién por
Listeria monocytogenes y no modifico la expresion ni del marcador de activacion de
macréfagos, F4/80, ni del marcador de moléculas MHC de clase Il de microglia, 1A°
(MG barras en la Fig.24). Las preparaciones de macrofagos BMDM eran
CD11b'CD45" positivas y se transformaron también en F4/80'IA™ positivas, solo
después de lainfeccion por Listeria monocytogenes (barras de BMDM en laFig.24).
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Figura 24. Gréfico representativo de los resultados obtenidos con la microglia primaria purificada y los
macréfagos BMDM infectados con diferentes cepas de Listeria monocytogenes en proporciones (10:1,
bacterias. células) y con otras muestras control de microglia y BMDM que no se infectan (NI). Las
células se incuban en superficie con los siguientes anticuerpos marcados con FITC o PE: CD45-FITC,
CD14-FITC, F4 /| 80-PE, y anti-lIAP-APC (para la microglia) o anti-IA°~APC (para los BMDM). Las
muestras se analizan utilizando citémetria de flujo (FACSCanto) y los resultados se muestran en
porcentajes de células positivas para cada anticuerpo. Los resultados se expresan como la media + DE de
los triplicados (P <0,05).

Laexpresion de las integrinas como e CD11b, reflgjalamigracion de las células
inflamatorias a los sitios de infeccion para interaccionar con otras células inflamatorias,
al igual que las moléculas de histocompatibilidad de clase I1, 1A en ratén.

Vamos a introducir primero €l concepto de los tipos de macréfagos: MO
(macrofagos no inflamatorios en su produccion de citocinas, con una expresion de

CD11b"°, F4/80™°, y que no inducen apoptosis); M1 (macréfagos pro-inflamatorios
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en su produccion de citocinas, con una expresion CD11b™°, F4/80°° y con baja
capacidad de inducir apoptosis), M2 (macréfagos anti-inflamatorios en su produccién
de citocinas, con una expresion CD11b%%, F4/80%%, y con alta capacidad de inducir
apoptosis) y Mres (macréfagos resolutivos, con una expresion CD11b%3°, F4/g0™°, y
gue no inducen apoptosis) (Londony coal., 2013).

Nuestro andlisis de la microglia indicé que presentaban altos niveles de expresion de
F4/80 y MHC-II y disminuyendo los niveles de expresion de CD11b después de la
infeccion con Listeria monocytogenes. Sin embargo, 1os macréfagos aumentaron sus
niveles de expresion de F4/80 y MHC-II, mientras que la expresion de CD11b
permaneciO inalterada. En resumen, |os resultados indicaban:

= Microgliacon unaexpresion MHC-114%, F4/80%°, CD11b¥"° > se asemejabaa
una macrofago tipo M2, anti-inflamatorio y con alta capacidad de apoptosis.

= Microgliainfectada por Listeria monocytogenes con unaexpresion de F4/80%,

CD11b"¥° > se asemejaba a macréfagos de tipo MO-M1, pro-inflamatorios, y

con baja capacidad de apoptosis 0 nula.

En conclusion, la microglia tras la infeccion con Listeria monocytogenes se
transformaba en un macréfago del tipo MO-M1 con una expresion de CD11b°¥° y con
baja la capacidad de apoptosis. En los macrofagos, la expresion de MHC-11, F4/80 y
CD11b esta modulada por la sefiadizacion de IFN que tras la infeccién con Listeria
monocytogenes se induce significativamente (Leber y col., Carrasco-Marin y col.,
2012). Por lo tanto, la disociacion de las respuestas mediadas por TNF-a. e IFN, que
hemos observado en la microglia, y que afectan a la produccion de citocinas, de NO y
de H,0,, esta también correlacionada con la disminucion de la expresion de laintegrina
CD11by con lafalta de modificacion en los niveles de los marcadores F4/80 y MHC-II
después de la infeccion con Listeria monocytogenes. Estos bajos niveles de laintegrina
CD11b, reflgarian una menor capacidad de migracién de la microglia infectada con el
patdgeno y una menor interaccion y reclutamiento de otras células inflamatorias. Esto
conduciria, a una menor diseminacion de la infeccion y a una baja induccién de la

inflamacion.
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4.4.2 Apoptosis microglial

Por dltimo, dentro de la diseminacion de la infeccion, exploramos nuestra
hipétesis, de que la apoptosis de la microglia estaba justificada para evitar una apoptosis
pro-inflamatoria que haria de efecto llamada a los monocitos sanguineos y que
conduciria aladiseminacion de lainfeccion del patdgeno a células, gue provocarian una
inflamacion exagerada en el cerebro. Para ello, se analizé la apoptosis por citometria en
un FACsCanto mediante un método descrito en los Materiales y Métodos (Apartado
6.7.3.). Se examinaron muestras de microglia BV2 sin infectar o infectadas con la cepa
silvestre de Listeria monocytogenes o con distintas mutantes (LM*T, LMA--C y LIMA4A)
y Se marcaron, por un lado, con yoduro de propidio (IP) que se une a ADN en las
células muertas 0 necréticas y que se detecta en el canal fluorescente de la ficoeritrina
(PE), y por otro lado, con anexina marcada con FITC, marcador especifico de apoptosis.
Mediante estos dos marcadores, se cuantifican la cantidad de células de microglia, en
cada etapa del ciclo de muerte celular y el porcentaje de células en cada tipo de muerte,

Necrosis, apoptosis temprana o tardia (Fig.25).
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Figura 25. Resultado del andlisis por citometria de flujo mediante FACsCanto de la apoptosis de la
microglia inducida por Listeria monocytogenes. La apoptosis se cuantifica mediante la medicién de la
cantidad de células en cada estadio del ciclo de muerte celular marcado con el yoduro de propidio (IP) y
laanexina. Se utilizaron células de microglia BV2 sin infectar como control negativo (CONTROL-NI), y
muestras de células de microglia BV 2, infectadas con la cepa silvestre LMY y las mutantes LM**** y

LMALLO.
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Figura 26. Gréfico representativo de los porcentajes de apoptosis temprana obtenidos en la infeccién de
células de microglia BV2 con LMY, LM**A LM*-° y como control negativo se utilizan las células sin
infectar (NI). Realizando las medidas de los nimeros de células, por citometria con FACsCanto, en cada
etapa del ciclo de muerte celular mediante un protocolo de marcaje con yoduro de propidio y anexina. Se
observa una apoptosis exacerbada en la infeccion de la microglia BV2 con |la cepa silvestre de Listeria

monocytogenes.
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Los resultados obtenidos con la microglia infectada con las distintas cepas de
Listeria monocytogenes, sugiere que se induce una apoptosis temprana, regulada por €l
gen actA (Fig.26) y que e porcentge de células apoptdticas, es inferior a de los
macr6fagos.

Podemos concluir, que la apoptosis o suicidio de la microglia, se plantea como un
mecanismo, para evitar la diseminacion de la infeccion y que, asi, no se recluten
monocitos que esparcirian la infeccién y provocarian una respuesta pro-inflamatoria
exagerada, que afectaria a la integridad neuronal. Asi, la microglia conseguiria proteger
alas neuronas de la infeccion y de la muerte celular, suicidandose y evitando una gran

inflamacion en €l sitio de infeccion.

5. Modelo animal: ensayos de infeccion y vacunacion in vivo en

ratonas gestantes

El uso de vacunas vivas basadas en Listeria monocytogenes, aungue sean
atenuadas, presenta serias dificultades cuando se administra a individuos
inmunocomprometidos. Sin embargo, los vectores vacuna celulares, como las células
dendriticas, tienen la ventgja de inducir inmunidad innata multivalente, asi como
respuestas inmunes mediadas por células, y constituyen estrategias de vacunas nuevas y
seguras, en la proteccion frente a listeriosis (Calderén-Gonzalez y col., 2014). Sin
embargo, estos vectores vacuna celulares, no serian factibles para gestantes, ya que no
atravesarian la placenta, por €ello, se ha de pensar en vectores diferentes, para la

proteccion del feto alisteriosis.

Después de los estudios in vitro, para la caracterizacion de la respuesta de la
microglia ante lainfeccion de Listeria monocytogenes, nos planteamos un acercamiento
aun modelo in vivo, dénde recrear una patologia provocada por lalisteriosis y evaluar,
el uso de vacunas, que no solo evitaran la infeccion con este patdgeno, Sino que
también, evitaran las co-morbilidades asociadas a la infeccion. Como un experimento
in vivo de listeriosis cerebral directo, por via hematoencefdica seria complicado, en
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cuestion de metodol ogia, nos planteamos probar con otra via de infeccién caracteristica
e importante, como es la via placentaria. Disefiamos un modelo murino en hembras, en
periodo de gestacion tardio (E16), a las que se las inyectd Listeria monocytogenes, en
una cantidad de 10° bacterias, por via intravenosa y después de comprobar, mediante
diversos experimentos, la llegada del patégeno a sistema nervioso central del feto, por
via placentaria a través de la madre, planteamos ensayos con vacunas (Calderon-
Gonzalezy col., 2014; Calderon-Gonzalez y col., 2016).

Parareflgar laimportancia de este apartado del trabajo, del modelo de experimentacion
elegido y de todos los resultados precedentes, cabe comentar, que la listeriosis es una
infeccion mortal para €l feto y e recién nacido. Las dos principales morbilidades
clinicas en €l periodo neonatal son los abortos, es decir, la muerte fetal, la meningitis y
las lesiones cutéaneas difusas.

En este estudio, se utilizaron hembras gestantes en E9 (estadio embrionario en el dia 9
de la gestacion), a las que se vacunaron durante 7 dias con unas vacunas peptidicas, en
vectores de nanoparticulas descritas en (Calderon-Gonzalez y col., 2014; Calderoén-
Gonzalez y col., 2016). Las gestantes se dividieron en vacunadas y no vacunadas. Las
gestantes vacunadas, tuvieron neonatos libres de bacterias y sanos, mientras que, por
otra parte, las gestantes no vacunadas, tuvieron neonatos, en mucho menor nimero que
las vacunadas, observandose Uteros con fetos no viables o reabsorbidos y |os neonatos
que sobrevivieron al parto, presentaban afecciones cerebrales claras, como la fata de
irrigacion del cerebro, baja compactacion del mismo y un retraso en su desarrollo. Asi
comprobamos que & modelo era valido, para poder seguir evaluando la eficienciade las
vacunas y cualquier estudio de patogeniay prevencion frente alisteriosis (Fig. 27 y 28).
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Pane A Panel B

isolated MG from P4-LMWT P4-NI P4-LMYT

Figura 27. Panel A, se muestran imagenes obtenidas por microscopia confocal, correspondientes a
neonatos de 4 dias (P4), obtenidos de cultivos mixtos de microglia de cerebelo de los ratones nacidos de
las hembras gestantes e infectadas con |la cepa silvestre de Listeria monocytogenes (P4-LM™™). Se utiliz6
GFP-LM™T que se muestra en e canal verde, los filamentos de actina se marcaron con TRITC-faoidina
(TRITC-Pha) y los nicleos con e marcador de ADN, DAPI en el cana azul. En estos resultados, se
muestra que este patdgeno, presenta tropismo por la microglia en neonatos, cuando se inocula en ratonas
gestantes. Panel B, se muestran imagenes obtenidas por microscopia confocal, correspondientes a
neonatos P4 de gestantes infectadas con la cepa silvestre de Listeria monocytogenes (P4-LMY") o no
infectadas (P4-N1), donde se analizan distintos marcadores de activacién de macréfagos, como el CD11b
(conjugado con APC en las muestras P4-LM™T que se ven en fluorescencia en blanco o conjugado con
FITC en las muestras P4-NI gue se ve en fluorescencia verde), el F4/80 (conjugado con PE que se ve
como fluorescencia roja) o DAPI que marca los nicleos (se ve como fluorescencia azul). La microglia
obtenida de neonatos no infectados, presenta alta expresion de CD11b en la superficie celular e
intracelular; sin embargo, la microglia obtenida de neonatos infectados con la cepa silvestre LMY, no
tiene expresion de CD11b en la superficie celular y toda su localizacion es intracelular (muestras P4-
LMYT), que ademés co-localiza intracelularmente con la bacteria (GFP-LM) y con el marcador de
activacion F4/80, la co-localizacion de los tres marcadores, GFP-LM, CD11b-APC y F4/80-PE se detecta

como fluorescencia amarilla clara.

~ 109 ~



............................................ Listeriosis Cerebral en el Modelo Murino: Patogénesis y Prevencion
Resultados

Los resultados con la microglia purificada de neonatos E20 (estadio embrionario
a dia 20 de gestacién), obtenidos de ratonas gestantes e infectadas con la cepa silvestre
LM"T en E16, indicaron que el patgeno presentaba tropismo por este tipo celular en
este modelo de listeriosis (Fig.27, panel A), ya que habia una gran cantidad de bacterias
(GFP-LM™T) localizadas en la microglia del cerebelo de dichos neonatos. Ademas,
dichas bacterias GFP-LM, co-localizaban intracelularmente con marcadores de la
microglia como CD11b o F4/80 (Fig.27, panel B). Esta localizacion intracelular de los
marcadores CD11b y F4/80 es caracteristico de una microglia apoptética, como ha sido
descrito tras lainfeccion de macrofagos con la cepa silvestre de Listeria monocytogenes
(Cervantes et al., 2008), mientras que observamos que los marcadores CD11b y F4/80,
se localizan predominantemente en la superficie celular de la microglia de neonatos
E20, nacidos de ratonas gestantes y no infectadas (iméagenes P4-NI en la Fig.27, panel
B). Asi, se comprueba que con e experimento se ha conseguido € objetivo de proponer
un modelo in vivo que sea valido, para ensayos de infeccién en e SNC, que reproduce
los hallazgos, con los experimentos de infeccion in vitro de la microglia purificada o de
lalinea celular (Fig.11y Fig.24). Ademés, este modelo es til para posibles estudios de
la patogenia y la prevencion frente a la infeccion con Listeria monocytogenes, en €l
SNC, mediante transmision por via placentaria
Una vez puesto a punto € modelo de listeriosis cerebral por transmisién placentaria in
vivo, se comprobO s la infeccion de gestantes E16, con las diferentes mutantes de
Listeria monocytogenes, eran capaces de localizarse en la microglia, tras el nacimiento
en E20, de forma que, pudiéramos asignar a cada gen del patégeno, una funcion en este

modelo in vivo.
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Figura 28. Modelo de listeriosis cerebral in vivo en gestantes infectadas con distintas cepas de Listeria
monocytogenes. Panel A, se muestran el nimero de neonatos nacidos en E20 de gestantes infectadas con
las distintas cepas LMY, LM LM*"° 0 no infectadas (NI). Panel B, se muestran 3 neonatos a dia 4
post-natal (P4) seleccionados de cada grupo de gestantes. De las gestantes infectadas con la cepa LMY,
s6lo sobreviven 2 neonatos P4. Se observa que |os nenonatos P4 de |as gestantes infectadas con LMY no
tienen melanocitos y presentan cerebritis, con cabezas de gran tamafio. Panel C, pardmetros clinicos
medidos en los neonatos de gestantes infectadas con las mismas cepas de los paneles A y B. Panel D,
cerebros obtenidos de neonatos P4, nacidos de gestantes infectadas con las distintas cepas del patdgeno,
LMW, LMA o LMAH0, Se observan cerebros desestructurados y poco consistentes y craneos blandos,

en los neonatos de gestantes infectadas con la cepa silvestre LM"T (imégenes P4-LMWT).
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Como se observa en (Fig.28, paned A), sdlo nacieron 3 neonatos de las ratonas
gestantes e infectadas con la cepa silvestre LMY, 4 neonatos de |as gestantes infectadas
con la cepa LM 8 neonatos de las gestantes infectadas con la cepa LM*-° y 9
neonatos de las gestantes no infectadas (NI), 1o que indica una mortalidad del 66% en
las gestantes infectadas con la cepa silvestre LM, en rangos similares a la mortalidad
en la listeriosis humana neonatal como hemos descrito en nuestro grupo (Calderon-
Gonzalez et al., 2016). A los 4 dias post-nacimiento (P4) (Fig.28, panel B), solo
sobreviven 2 neonatos, de las gestantes infectadas con la cepa silvestre (P4-LM™T),
mientras que todos los otros neonatos, no presentan mortalidad alguna y se escogen 3
neonatos de cada grupo de gestantes, para analizar posteriormente varios parametros
clinicos. Puesto que, obtenemos la mitad de neonatos que los controles en las gestantes

infectadas con la cepa LM*°A

, esto indica que & gen actA tiene cierta participacion en
el desperdicio fetal, como ha sido descrito anteriormente (Disson y Lecuit, 2013;
Chaturvedi y col., 2015), lo que justifica un menor nimero de neonatos. Ademés, se
percibio una falta de pigmentacién en los neonatos nacidos de gestantes infectados con
la cepasilvestre LMYT (imagenes P4-LM"T en la Fig.28, panel B). Cuando se analizan
los parametros clinicos de peso, longitud, test de coordinacion medido por los
centimetros recorridos, en un papel métrico en 5 minutos o nimero de bulbos pilosos
negros por mm de piel, en dichos neonatos, se observa que, todos los parametros
clinicos son normales, en los neonatos nacidos de gestantes no infectadas (P4-NI) o
infectadas con la cepa LM®-° (P4-LM*"°) o la cepa LM (P4- LM*“*Y) aunque en
éstos ultimos, € test de coordinacion presentaba un 30% de reduccion (Fig.28, pane
C). Los neonatos nacidos de gestantes infectadas con la cepa silvestre LMW'
presentaban una reduccion del 50% en el peso, imposibilidad de moverse de forma
coordinada (test de coordinacion) y un numero muy bajo de bulbos pilosos negros por
milimetro de piel (barras grises claras en la Fig.28, pane C), ademas de una piel con
apariencia rugosa y clara (imagenes P4-LM"" en la Fig.28, panel B y barras gris claro
en panel C); mientras que, €l resto de neonatos, tienen la piel negra (Fig.28, panel B).
Cuando obtuvimos los cerebros de estos neonatos, observamos que |os cerebros de los

MAHEO | MAAMA g no infectadas

neonatos nacidos de gestantes infectadas con las cepas L
(P4-NI) (Fig.28, panel D), eran normales tanto en los craneos como en los cerebros.
Mientras que los neonatos nacidos de gestantes infectadas con la cepa silvestre LMW'

presentaban craneos blandos, cerebritis y cerebros poco consistentes y desestructurados
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con ausencia de vasos sanguineos (imégenes P4-LM"'" en Fig.28, panel D). Lafatade
movimientos coordinados y la baja migracion de los melanoblastos, a los foliculos
pilosos, en los neonatos P4 de gestantes infectadas con la cepa silvestre LMY, se
justifica si dichos neonatos presentasen un retraso grave del sistema nervioso central
(SNC). Por lo tanto, concluimos, que la mayor parte de las morbilidades asociadas al
cerebro, como cerebritis, reduccion de vasos sanguineos cerebrales y celularidad, un
cerebro poco consistente y poca migracion de los melanoblastos a los folicul os pil0sos,

indica gque tanto |os genes actA como hly participaban en dichas morbilidades.

Posteriormente, exploramos la viabilidad de las bacterias que se localizaban en
la microglia de los neonatos nacidos de gestantes infectadas con las distintas cepas de
Listeria monocytogenes. Se detectaron 6.2 x 10° CFU/mL en la microglia de los
neonatos nacidos de gestantes infectadas con la cepa silvestre, LM (Tabla3), lo que se
correspondia con un 20-25% del total del inéculo inyectado en las gestantes,
confirmando € tropismo de este patdgeno por la microglia. Solo se detectaron 3,5
CFU/mL en la microglia de los neonatos nacidos de gestantes infectadas con la cepa
LM (Tabla3), cepa que se ha descrito es 1000 veces menos virulenta que la cepa
silvestre (Angelakopoulos y col., 2002; Travier y col., 2013). La microglia de los
neonatos nacidos de gestantes infectadas con la cepa LM“"-°, no presentaban ninguna
bacteria viable en la microglia (Tabla3), por 10 que se descarta que estas mutantes
puedan atravesar la barrera placentaria 0 hematoencefdica; mientras que las mutantes
LM eran capaces de atravesar estas barreras, aunque con menor eficiencia que las
cepas silvestres, LMY, Por lo que concluimos, que el gen actA participaba en

tropismo de este patdgeno por lamicroglia.
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Tabla 3. Recoge las unidades formadoras de colonias, CFU/mL, en la microglia de neonatos de ratonas
gestantes (Mo) infectadas con distintas cepas de Listeria monocytogenes, cepa silvestre LMY, LMAC y
LM*A |a microglia aislada del cerebelo de los neonatos, se homogeniza y siembra en placas de agar-
BHI para contar CFU/mL (CFU enlaTabla). (P < 0.05), (*P < 0.01).

Organs (mice type) CFU
Microglia (LM"") 62x10°+0.1
Microglia (LM**°) 0+0
Microglia (LM**%) 35+0.1%

Finamente, exploramos si vectores vacuna que son eficientes en listeriosis y que
atraviesan la barrera placentaria (Rodriguez-Del Rio y col., 2015; Calderon-Gonzalez y
col., 2016), eran capaces de prevenir lalisteriosis cerebral de transmision placentaria en
nuestro modelo in vivo. Para ello utilizamos como vectores vacuna, gliconanoparticulas
de oro acopladas a péptido 1-22 del factor de virulencia gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa, GAPDH de Listeria monocytogenes (GNP-GAPDH1.,;) en formulacion
con un adyuvante, DIO-1, que induce sefiaizacion através del TLR-2 y del TLR-4, e
induce produccion de IL-12, mientras que no induce la produccién de IL-10 ni ninguna

inflamacion (Ovejero-Guisasola y Fresno-Escudero, patente W02010/39352).
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Figura 29. Efecto de la vacunacién en gestacion con hanovacunas GNP-GAPDH ., formuladas con DIO-
1 enlalisteriosis cerebral transmitida por via placentaria. Panel A, neonatos P4 nacidos de gestantes no
vacunadas (NV-LMWT) o vacunadas con la cepa LM**“* o con la vacuna GNP-GAPDH;.,,, con una sola
dosis. 7 dias después, todos los grupos de gestantes son infectadas con la cepa silvestre LM, durante 3

dias. Los neonatos P4 se sacrifican y se obtienen sus higados (“livers” en inglés) o microglia para
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homogenizarlos y contar las CFU/mL. Panel B, test de parametros clinicos realizados en |os neonatos P4
nacidos de gestantes vacunadas con GNP-GAPDH;.», 0 no vacunadas (NV) y ambos grupos de gestantes
infectadas con la cepa silvestre LM"". Se evaltian € test de coordinacién, longitud, peso y test cutaneo.
Panel C, las imégenes alaizquierda corresponden a neonatos PO, nacidos del grupo de gestantes control
(CONTROL-NI), no infectadas con la cepa silvestre, ni vacunadas o del grupo de gestantes infectadas con
la cepa silvestre LM pero no vacunadas (NV) o vacunadas con la vacuna GNP-GAPDH1-22. Las
iméagenes a la derecha corresponden a los andlisis de histoquimica de cortes histolégicos, de los distintos
grupos de neonatos tefiidos con hematoxilina-eosina (HE) o correspondientes alainmunohistoquimica, de
secciones con € marcador CD31, que indica vascularizacion de los érganos teflidos, bien pulmones

(“lungs” en inglés) o cerebros (“brains” en inglés).

Los resultados que obtuvimos con la vacunacion de las gestantes, a dia E9 de
gestacion, con una sola dosis de las nanovacunas GNP-GAPDH;.,, formuladas con €

adyuvante DIO-1 o vacunadas con la cepa atenuada LM"**%

y, 7 dias después, se
infectaron todos los grupos de gestantes vacunadas o no con la cepa silvestre LM"T
durante 3 dias, indicaron una alta eficiencia de las nanovacunas GNP-GAPDH;.,,, para
evitar la diseminacion de las bacterias patogénicas en 1os neonatos, en los que solo
detectamos 20-25 CFU/ml en los higados y absolutamente ninguna bacteria viable en
los cerebros (Fig.29, panel A). Los vacunados con la cepa atenuada LM
presentaron 10-12 CFU/mL en los cerebros, pero 3.6 x 10° CFU/mL en los higados,
indicando alta diseminacion en los higados, comparado con las 7 x 10° CFU/mL en los
cerebros de |os neonatos de gestantes no vacunadas (NV); y 5.8 x 10° CFU/mL en los
higados. Ademés, también se analizd la capacidad de las vacunas para evitar las
morbilidades asociadas a la listeriosis cerebral. Los neonatos P4 nacidos de gestantes
vacunadas con las nanovacunas GNP-GAPDH3.,, presentaron capacidad normal de
coordinacion, numeros normales de foliculos pilosos, y longitud y pesos normales
(Fig.29, panel B). Todos estos pardmetros clinicos estaban reducidos en las gestantes
no vacunadas (NV). La vacunacion con las nanovacunas GNP-GAPDH;.,, también
previno las formas méas graves de la listeriosis como los abortos o las morbilidades
asociadas a cerebro (Fig.29, pand C). Las gestantes vacunadas presentaron 8 neonatos
PO, similar a los controles (CONTROL-NI), ademés de una ceularidad y
vascularizacion normal (imégenes CD31 en Fig.29, panel C). Andisis histologicos e

inmunoguimicos indicaron piel normal, pulmones, estdbmagos y bazos maduros en los
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neonatos nacidos de gestantes vacunadas con las nanovacunas GNP-GAPDH1-22
(imégenes GNP-GAPDH;.2; en Fig.29, pand C), sugiriendo una prevencion total del

retraso en €l desarrollo del SNC y demés Organos afectados en listeriosis.

Estos resultados indicaron la eficiencia de la nanovacuna GNP-GAPDH1.2;, no
solo para prevenir la listeriosis cerebral transmitida por via placentaria, sino también

paraevitar todo tipo de morbilidades asociadas alalisteriosis.
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V. DISCUSION

1. Discusion

Los casos de listeriosis neonatal constituyen el 28% de todos los casos de listeriosis
gue nuestro grupo recientemente ha evaluado en dos instituciones sanitarias de nuestro
entorno, €l Hospital Universitario Marqués de Vadecilla y e Hospital Universitario
Donostia en € periodo 2012 a 2016, con un indice de mortalidad muy ato del 50%
(Calderén-Gonzalez y col., 2016). Ademés de la alta mortalidad, los casos de listeriosis
neonatal se caracterizan por presentar morbilidades graves en e cerebro, como
meningitis, abscesos cerebrales, fiebre o letargia, ademés de lesiones y erupciones
cutaneas difusas (Mylonakis y col., 2002; Abram y col., 2003; Bubonja-Sonja y col.,
2013; Clark y col, 2014; Calderon-Gonzalez y col., 2016). Por ello y porque se carece
actualmente de vacuna alguna frente a listeriosis, seria conveniente disefiar vacunas
seguras que protejan a las gestantes en alto riesgo de contraer listeriosis y que, ademas,
impidan € desarrollo de morbilidades graves en el cerebro de los neonatos. Para poder
preparar vacunas eficaces contra la listeriosis se han de identificar las células del
cerebro que participan en e desarrollo de dichas morbilidades;, asi como los
mecanismos moleculares. Puesto que las morbilidades en neonatos con listeriosis son
fundamentalmente meningitis y en otros casos de meningitis neonatal es causadas por €
patdgeno Sreptococcus pneumoniae, esta morbilidad se asocia al reclutamiento de
microglia y la induccion de apoptosis (Mylonakis y col., 2013), es posible que en los
casos de meningitis neonatales causados por Listeria monocyotogenes, también puedan
participar la microglia. Ademas, en la listeriosis cerebral sistémica en adultos se ha
sugerido que una reaccion inflamatoria excesiva a una infeccion bacteriana, podria
causar dafios graves en el cerebro, pudiendo jugar la microglia un papel fundamental en
el sistema nervioso central (SNC) que preservase la homeostasis celular del cerebro
(Dramsi y col., 1998; Schllter y col., 1999; Virna y col., 2006; Drevets y col., 2008).
Por lo tanto, es factible que la microglia, como macréfago residente del cerebro, cuente

con mecanismos reguladores especiales, que podrian ser diferentes a los que
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desencadena esta misma bacteria en otros fagocitos como los macrofagos (MacCaffrey y
col., 2004; Herskovitsy col., 2008).

En e presente trabgjo se demuestra que la microglia son las células diana de
Listeria monocytogenes en e sistema nervioso central (SNC) y relevantes también para
el desarrollo de un gran nimero de manifestaciones clinicas cerebrales. En este estudio
también se describe anivel transcripcional, protedmico y funcional, las diferencias entre
la microglia y los macréfagos para controlar la infeccion causada por Listeria
monocytogenes, incluyendo la participacion de distintos factores de virulencia del
patdgeno. Ademas, también se presenta un modelo in vivo de listeriosis cerebral
transmitida por via placentaria, que corrobora el papel prioritario de la microglia como
célula diana del patdgeno en € cerebro y relevante para las morbilidades del cerebro.
Utilizando este modelo de listeriosis neonata in vivo, en € presente estudio se valida
una vacuna segura para la prevencion de la listeriosis cerebral en neonatos capaz de

inhibir las morbilidades més frecuentes del cerebro.

Primero se ha confirmado in vitro, utilizando cultivos primarios de neuronas
(Lépez-Fanarraga y col., 2007) que la microglia era la célula diana de este patdgeno en
el SNC. Claramente, esta bacteria presenta tropismo por la microglia, ya que infecta
exclusivamente células microgliales y no se detectan bacterias dentro de las neuronas
(Fig.11 y Fig.12). El crecimiento de Listeria monocytogenes en los macréfagos, como
han detallado varios estudios (Prada-Delgado y col., 2001; Del Cerro-Vadillo y col.,
2006), depende claramente del factor de virulencia LLO codificado por € gen hly y
presenta un nimero de bacterias viables, CFU, que es 5 veces inferior a de lamicroglia
A pesar de que la microglia presenta marcadores caracteristicos de macréfagos como
son laintegrina CD11b y el marcador de activacion F4/80, €l factor de virulencia LLO
no juega ningun papel en la proliferacion intracelular de Listeria monocytogenes en la

microglia; ya que las cepas mutantes LM*--°

presentan una proliferacion intracelular
similar a la de la cepa silvestre, LMY" (Fig. 13); lo que también se puede observar
mediante imagenes de microscopia confocal, donde se aprecia un nimero ato de
bacterias en € interior de lamicroglia (Fig. 14y Fig. 15). Lalocalizacion sub-celular de
las distintas cepas mutantes y de la cepa silvestre de Listeria monocytogenes en las

células microgliales (BV2) y en las lineas de macrofagos (J774), verifico que €
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crecimiento de este patégeno era diferente en ambos tipos celulares. Es decir, la
fraccion de bacterias citosolicas era més alta que la fraccidn fagosomal en la microglia,
lo que se justificaba a lograr un nimero alto de bacterias que escapan del fagosoma,
evidenciando ser un compartimento poco bactericida. En contraposicion, los
macro6fagos presentaban un nimero mayor de bacterias en la fraccion fagosomal que en
lafraccion citosdlica, ya que dichas bacterias no lograban escapar al citosol a ser dicho
compartimento muy bactericida (Tabla2). Es decir, segun el recuento de CFU, también
se puede concluir que la microgliay los macrofagos controlaban lainfeccion de Listeria

monocytogenes de forma diferente.

Otro dato que apunta a dichas diferencias es e andisis de la respuesta
transcripcional que induce Listeria monocytogenes en la microgliay que se corresponde
con una respuesta inmune innata limitada y dominada por dos patrones
transcripcionales. El primer patrén de expresion génica que observamos, es comun a
macréfagos y microgliay participan las vias de sefidizacion TLR, TNF-a, PI3K, y NF-
kB. El gen actA de Listeria monocytogenes participa en la induccién génica de la
molécula asociada a TLR-2 e implicada en la adhesion de Listeria monocytogenes, cd14
(MacCaffrey y col., 2004; Herskovits y col., 2007; Leber y col., 2008; Corr y O'Neil,
2010), en la induccidn de los genes nfkp, tnfa y los genes de las quimocinas cxcl2 y
ccl4, que estan involucrados en el reclutamiento de monocitos. Sin embargo, € andlisis
protedmico de los fagosomas, indico que pese a la induccion transcripcional, los niveles
de TLR-2 fagosomales y la expresion en superficie de CD14 eran similares en la
microgliay en los macréfagos. Mientras que los niveles fagosomales de NFk[3 eran mas
altos en la microglia que en los macréfagos y estaban controlados por ActA que
regul aba esta via de sefializacion.

El gen actA de Listeria monocytogenes también era responsable de la induccion

de los genes de las citocinas y quimocinas tnf-a y ccl2 en lamicroglia (Fig. 19).

El gen hly de Listeria monocytogenes controla también parte de este programa
transcripcional temprano al reprimir la expresion del gen pi3kcg, gen que codifica para
el polipéptido catalitico de PI3K quinasa. Por consiguiente, los fagosomas microgliales
gue contienen esta bacteria, son deficientes en componentes microbicidas oxidativos
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gue estan regulados por la sefidizacion de PI3K, tales como PI3Kpl110, Rab5ay Arfl,
gue podrian enviar una sefia negativa a la oxidasa fagosomal, que explicaria la baja
produccion de reactivos microbicidas como € peroxido de hidrogeno, H.O, que se
vierte en los fagosomas (Fig. 20) (Juny col., 1993; Coheny coal., 2000; Prada-Delgado
y col., 2001; Beemiller y col., 2006). Por lo tanto, una baja produccién de reactivos
microbicidas en los fagosomas, explicaria un alto nimero de bacterias que escapan a
citosol en las células microgllales infectadas con Listeria monocytogenes y confirmaria

un potencial microbicida menor que en los macrofagos.

El segundo patrén de expresion génica que se detecto, es especifico para la
microglia y consistia en la represion de genes de la respuesta inmune innata tardia,
clasificados en dos grupos funcionales que en los macréfagos estan inducidos, segiin se
ha descrito (Herkowits y col., 2007; Leber y col., 2008; Carrasco-Marin y col., 2012).
Este patron transcripcional esta regulado por € gen actA e incluye varias vias
(Carrasco-Marin y col., 2012). Una de las vias inhibidas es un grupo funcional de
degradacion caracterizado principalmente por genes reguladores del tréfico fagosomal,
esta via la componen los genes de autofagia, como atg4b, y los genes de degradacion
lisosomal como scarb2, smpdl, vpsl6, rilp2. La otra viainhibida es un grupo funcional
listericida caracterizado por genes de la via de sefidizacion del IFN tipo | e implicados
en la produccién de productos toxicos para las neuronas como IFN, H,O, y NO (Al.,
1993; MacMicking y col., 1997; Myersy col., 2003; Carrasco-Mariny col., 2012).

El gen actA de Listeria monocytogenes parece ser importante en lainhibicion de
los genes del grupo de degradacién que participan en la fusion de organul os, tales como
sintaxina-3 y sintaxina-8; el gen de autofagia especifico atg4b, que podria participar en
la degradacion citosolica de Listeria monocytogenes (Yin y col., 2009; Mostowy y col.,
2011), los genes lisosomales vpsl6, lamp-1, and rilp2; y, especiamente, la represion de
dos genes lisosomales implicados en la inmunidad innata de Listeria monocytogenes
como son scarb2 (Carrasco-Marin y col., 2011) y smpdl (Del Cerro-Vadillo y col.,
2006; Schramm y col., 2008). Por lo tanto, parece que e gen actA de Listeria
monocytogenes es imprescindible en microglia para poder evitar su degradacion
fagosomal y citosblica, controlar eventos de fusion tardios y regular la produccién de
TNFa (Drevetsy col., 2008).

~ 121 ~



............................................ Listeriosis Cerebral en el Modelo Murino: Patogénesis y Prevencion
Discusion

También se confirmd mediante protedmica que los fagosomas de microglia carecian de
estos componentes listericidas no oxidativos SCARB2 y SMPD1, que estan implicados
en e confinamiento de Listeria monocytogenes dentro de los fagosomas (Schramm y
col., 2008; Carrasco-Mariny cal., 2011) (Fig. 18).

El gen hly de Listeria monocytogenes parece ser relevante para e programa de
expresion especifico de la microglia, que reprime los genes de la via del IFN tipo I,
como los genes ccl5, jakl e induce @ gen socs3, o que evita la amplificacion de la
respuesta inmune pro-inflamatoria de Listeria monocytogenes. De hecho, la produccion
de IFNa/B es muy baja en la microglia infectada con Listeria monocytogenes. Esta baja
produccion se justifica por la induccion del gen socs3 en microglia que es e inhibidor
de la sefiaizacion ddl IFN de Tipo | (Juny col., 1993; Mersick y col. 2003; Utermohlen
y col., 2003). Este programa de expresion también reprime € gen jakl, la quinasa
asociada con los receptores de IFN. El andlisis de protedbmica de los fagosomas
microgliales de Listeria monocytogenes confirmaron la represion de la viadel IFN tipo
[, ya que carecen de JAK1 y contienen altos niveles de SOCS3. Estos genes enteros
actlan como mecanismos de retroalimentacion para aumentar la maguinaria
microbicida de los macréfagos (McCaffrey y col., 2004; Herskovitsy col., 2007; Leber
y col., 2008; Dedoni y col., 2010), por lo que su represion en microglia después de la
infeccion por Listeria monocytogenes justifica nuevamente unos niveles bajos de H,0..
La sefidizacion de IFN también controla la produccion de NO, por 1o que su represion
justifica que la microglia infectada con Listeria monocytogenes tenga niveles bgjos de
NO, que justifican nimeros inusuamente atos de bacterias citosdlicas que no son

eliminadas por estos niveles tan bajos de NO.

En resumen, las células de microglia tienen compartimentos tanto fagosomales
como citosolicos con baja capacidad microbicida, que inhibe la sefializacion pro-
inflamatoria citosdlica y no inducirian una respuesta exacerbada inflamatoria
(Herskovitsy coal., 2007; Leber y col., 2008).
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Todo este programa transcripcional inducido por la infeccién con Listeria
monocytogenes en microglia, parece disociar las respuestas mediadas por TNF-a e IFN
tipo | (Fig.17); lo que se comprobd a cuantificar las citocinas y detectarse una
sobreproduccion de TNF-a y MCP-1/CCL2 en la microglia infectada con Listeria
monocytogenes, y una reduccion de la produccion de IFN tipo | y compuestos
bactericidas como H,O, y NO. Esta disociacién también tiene como objetivo limitar el
dafio neuronal, porque las sefides de LPS o IFN, que no causan esta disociacion, son

mas neurotoxicas (modelo en laFig.31).

Por otro lado, esta alta produccion de TNF-a y MCP-1 también podria servir
parareclutar a otros monocitos a sitio de lainfeccion, y controlar asi, la propagacion de
patdgenos a otras células. De hecho, este control de la diseminacion del patdgeno a otras
células, también se justifica con los cultivos mixtos del hipocampo, donde se observa el
crecimiento del patdgeno exclusivamente en la microglia'y no en otros tipos celulares.
La inhibicidn de la expresion en superficie de marcadores migratorios como € CD11b
tras la infeccién de la microglia con Listeria monocytogenes, podria también explicar la

inhibicion en ladiseminacion del patégeno.

En definitiva, este patron transcripcional inducido por Listeria monocytogenes
en la microglia tenia como elemento central una ata produccién de TNF-o pero baja
produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y IFN tipo | y tenia €l objetivo de
causar una apoptosis neuronal limitada, en comparacion con la apoptosis inducida por
otros estimulos como LPS o IFN. Esta estrategia de la microglia de inducir una
apoptosis neuronal limitada parece preservar € delicado equilibrio del cerebro y destaca
el papel de la microglia en la prevencién de infecciones microbioldgicas que podrian
exacerbar los procesos neurodegenerativos (Dedoni y col., 2010) (Fig.31). La fata de
produccion de IFN detipo | también limitala respuesta inflamatoria aguda al no reclutar
otros leucocitos y reducir e dafio cerebral (Virnay col., 2006; Yiny col., 2009; Dedoni
y col., 2010; Sonjey col., 2010).
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Estos resultados de produccién de citocinas unidos a estudio de la expresién de
marcadores de activacion en la superficie celular, predice que las células de la
microglia, tras la infeccidon de Listeria monocytogenes, se transforman en macrofagos
MO0-M1 con una expresion de CD11b'™"F4/80""MHC-11"" y con una bajainduccion de

apoptosis que producen citocinas pro-inflamatorias como TNF-a 0 IL-6 (Fig. 30).
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Figura 30. Esquema de la Ontogenia de las células mieloides (macréfagos, monocitos y células
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dendriticas) a partir de un precursor comin hematopoyético de médula ésea. Abreviaturas: HSC:

célua madre hematopoyética, M@: macréfago, Mo: monocito, MDP: precursor comuin de
macréfago/monocito/célula, CDP: precursor comin de célula dendritica, CLP: precursor linfoide coman,
pDC: célula dendritica plasmacitoide, cDC: célula dendritica convencional, LC: célula de Langerhans,
DDC: céula dendritica dermal (Sanchez-Madrid y col, 2011). Remarcado con un sombreado la
transformacion de macréfagos (M@) a macr6fagos activados (en estado M1 o0 M2) en tgjido inflamatorio.

Esta disociacion de las respuestas inmunes innatas en la microglia tras la
infeccion infectada por Listeria monocytogenes, parece correlacionarse con la
heterogenicidad de las respuestas de la microglia, ya que la infeccién por Listeria
monocytogenes podria seleccionar una poblacion especifica de microglia (Scheffel
especificay col., 2012).
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Una vez estudiado in vitro que la célula diana de Listeria monocytogenes era la
microglia y desvelado su mecanismo de accion a nivel transcripcional, protedmica y
funcional, habia que confirmar estos halazgos in vivo en un modelo de listeriosis
cerebral neonatal. EI modelo planteado de listeriosis cerebral transmitida por via
placentaria se establece a finales de la gestacion (semana 16, E16), aungue no era
exactamente similar, este modelo experimental se asemejaba en gran medida a la
listeriosis neonatal en humanos, imitando la mayoria de los sintomas clinicos humanos
de lalisteriosis; tales como abortos espontaneos o nacidos muertos (Hardy y col., 2012;
Travier y col., 2013; Perez-Tralleroy col., 2014). Ademas, parece retardar €l desarrollo
normal del feto en genera y del cerebro del feto en concreto a detectarse un bao
nimero de cuerpos neuronales, baja densidad de epidermis o fata de irrigacion
sanguinea en el cerebro. Estos retrasos en el desarrollo explicarian la fata de
movimientos coordinados observados en e experimento de motricidad y se asemeja a
las graves morbilidades cerebrales reportadas de neonatos humanos no tratados con
antibidticos (Mylonakis y col., 2002; Drevets y col., 2008; Abdlla y col., 2015).
Ademas, se observaron otros sintomas de inmadurez en e desarrollo normal del feto
como estdmagos no distendidos o pulmones colapsados y reducciéon de los vasos
sanguineos en estos 6rganos y la ausencia de bazo. Este ensayo de listeriosis cerebral
sugirio un grave retraso en e desarrollo tardio de los fetos y una reduccion significativa

de larespuestainmune (Fig.28).

Las incidencias de listeriosis han aumentado en Europa desde 2008, y
especiadmente en e norte de Espafia con dos brotes y tasas de incidencia actuales de
1.71-1.86 casos por 100.000 habitantes (Allerberger y col., 2010; Perez-Tralleroy col.,
2014; Calderon-Gonzalez y col., 2016). Por lo que, e modelo in vivo planteado en este
estudio de listeriosis cerebral transmitida por via placentaria, ha permitido confirmar in
vivo gque la microglia es la cdula diana de Listeria monocytogenes (Fig.27) y plantear
experimentos de vacunacion. Las vacunas pueden ademas contribuir a disminuir las
incidencias de listeriosis y también a implementar la competencia inmunol6gica de las

mujeres embarazadas.
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La formulacién que se escogié como vacuna con gliconanoparticulas de oro
acopladas a péptido 1-22 de la GAPDH, GNP-GAPDH;.,, formuladas con € adyuvante
DIO-1, que activa la sefidizacion por TLR-2 y TLR-4, se escogid como la més
probable, dado que habia sido en vectores vacuna con células dendriticas |la més eficaz
para proteger frente a listeriosis. Se justificaba € uso de nanovacunas y no vacunas
celulares, ya que era improbable que estas Ultimas, en una vacunacion de gestantes,
pudieran atravesar la placenta. Sin embargo, €l tamafio en nano-escala de las GNP-
GAPDH1.2,, predecia que lograran atravesar todas las barreras, la placentaria y la
hematoencefalicay evitaran asi en |os neonatos la aparicion de morbilidades cerebral es.
La vacunaciéon con la formulaciéon GNP-GAPDH;.,,/DIO-1 en gestantes logré una
prevencion de la listeriosis cerebral en los neonatos y su diseminacion a otros érganos
como al higado, pero ademas también impidio e desarrollo de morbilidades asociadas a
las funciones de la microglia como son la coordinacion del movimiento y e
mantenimiento de la celularidad en € cerebro, ademas de no inducir apoptosis en la
microglia. Pero también se observaron beneficios para otras morbilidades tales como
presentar nUmeros normales de neonatos en e nacimiento que permanecieron sanos a
momentos mas tardios del desarrollo. También se obtuvo una vascularizacion de los

cerebros y pulmones normalizada.

En conclusion, esta formulacion de nanovacunas era eficaz en prevenir la
diseminacion del patégeno y en evitar €l desarrollo de morbilidades cerebrales y
generalizadas. Se justifica una accion tan amplia de estas formulaciones de nanovacunas
ya gque e adyuvante DIO-1 puede inducir la sefiadizacién TLR-2 en diversas cdulas
inmunes que son protectivas para listeriosis y su formulacion en nano-escala les permite
atravesar la barrera placentaria y la hematoencefdica, induciendo una respuesta pro-
inflamatoria Thl, lo que previene la diseminacion del patégeno a cerebro y a higado

de los neonatos, previniendo la mayoria de las morbilidades asociadas a listeriosis.
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2. Modelo de infeccion de Listeria monocytogenes en microglia
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Figura 31. Modelo planteado de infeccidn por Listeria monocytogenes en microglia. El patdgeno parece
inducir en microglia la disociacion de una respuesta transcripcional dominada por la inmunidad innata
usando tres eventos regulados por € gen actA y parcialmente por e gen hly: (i) el gen actA parece
relevante para lainduccion de respuestas innatas tempranas compiladas en tres vias de sefidizacion: TLR,
TNF y NF-kB. Después de unirse las bacterias a TLR2, la induccién de la quinasa activada por mitégeno
y PI3K parecia ocurrir con la participacion de CD14. La activacion siguiente del NFk( podria inducir
altos niveles de quimiocinas de TNFa (buena produccion de TNFa en € modelo) y MCP-1, y CXCL2 y
CCL4 que reclutaron otros monocitos. (ii) El gen actA también reprimié un grupo de degradacion,
perteneciente a las Ultimas respuestas innatas y caracterizado por los genes lisosdmicos smpdl y scarb2.
El gen hly parecia reprimir €l grupo de genes que respondian a IFN, pertenecientes a respuestas innatas
tardias que implicaban una alta induccion del represor Socs3 (1 flecha) que blogueaba la via del IFN y
reprimia Jakl, la quinasa asociada con €l receptor de IFN (vias). Por lo tanto, la produccion de IFN de
tipo | (esdecir, IFN y NO seredujo (BAD IFN y la produccién de NO en el modelo) porque la activacion
de los genes iINOS parecia comprometida. El gen hly parecia también importante para la inhibicion del
gen pi3kcg, que podria evitar la activacion de la oxidasa fagosomal (conocida como phox) y bloquear la

produccion de H,0,.
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Conclusiones

1. Lacéuladianade Listeria monocytogenes en el sistema nervioso central (SNC)

eslamicroglia

2. Los factores de virulencia de Listeria monocytogenes en células de microglia
durante € ciclo de infeccion juegan un papdl distinto que en la infeccion de las
células macrdfagos.

o Lainfeccion en microglia no esta controlada por e factor de virulencia
LLO
3. Los fagosomas formados en las células de microglia son distintos a los de los

macr6fagos.

4. Lainfeccion de Listeria monocytogenes en células de microglia induce sefiaes
mediadas por el TNF-o pero reprime las sefidles de laviadel IFN tipo | y lavia
de degradacion.

5. Las células de microglia son menos microbicidas que otras células fagociticas

como los macréfagos.

6. La microglia protege a las neuronas. a partir del control de su respuesta pro-
inflamatoria y por su propio “suicidio” (apoptosis microglial) para evitar la

muerte neuronal .
7. La microglia es responsable de la induccion de las principales morbilidades

cerebrales en un modelo in vivo de listeriosis cerebral transmitida por via

placentaria.
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8. La prevencidn de la listeriosis cerebral en neonatos tras vacunacion de las

gestantes evitalainduccion de apoptosis en lamicrogliay preserva su funcién.

9. La prevencion de la listeriosis cerebral en neonatos tras vacunacion de las

gestantes previene la diseminacion del patégeno a cerebro e higado.

10. La prevencion de la listeriosis cerebra en neonatos tras vacunacion de las
gestantes previene la aparicién de las morbilidades cerebraes y las més

frecuentes en listeriosis.
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Abstract: LLO is the major immuno-dominant antigen in listeriosis and is also required for protective immunity. Two
forms of LLO can be observed in endosomal membranes, a LLO intact form and a Ctsd-processed LLO1.491 form. En-
dosomes obtained from resting macrophages contained only LLO intact forms, while endosomes obtained from IFN-
activated macrophages contained both forms. Both types of endosomes elicited LLOgo.91/CD8* and LLO1s9-201/CD4+
specific immune responses. However, only endosomes containing the Ctsd-processed LLO1.491form showed signifi-
cant CD4+ and CD8* T cell responses similar to LM infected bone marrow derived macrophages and characteristic of
protective Listeria immunity. Moreover, endosomes with intact LLO could not confer protection as vaccine carriers
against murine listeriosis. While endosomes with Ctsd-processed LLO1.491form showed a moderate ability, slightly
lower than high efficiency vaccine vectors as M@ infected with LM. These studies argue that all cell-free membrane
vesicles might serve as valid vaccine carriers against infectious agents. Exclusively those cell-free vesicles MIIC com-
petent for LLO processing are protective vaccines vectors since they recruit significant numbers of mature dendritic
cells to the vaccination sites and contain a LLO1.491 form that might be accessible for MHC class | and class Il antigen

presentation.

Keywords: LLO structural forms, listeriosis, endosomes, vaccines

Introduction

Listeria monocytogenes (LM) elicits a potent
and multifactor innate and adaptive immune
response that makes this pathogen an attrac-
tive vector for vaccine designs [1]. LM immune
response and protection ability depends on the
main virulence factor listeriolysin O (LLO) that
triggers a Th1 based immune response. In this
regard, LLO is the major immunodominant anti-
gen able to elicit both CD4+ and CD8* T cells
restricted immune responses [2]. High dose
inoculation of mice with LLO-deficient bacterial
mutants might prime CD8* T cells and protect
against listeriosis, while wild type LM need only
low doses to confer protection [3]. Safety con-
cerns are critical when considering LM vaccines
as a clinical alternative, even when using bacte-
rial mutants with attenuated virulence. First,
listeriosis is a serious and potentially fatal dis-

ease, especially in immunocompromised fel-
lows. Second, the potential cytotoxicity of LLO
decreases the chances to be used as a direct
DNA-vaccine or protein-vaccine. However, effi-
ciency of LM vectors in treating neoplastic dis-
eases or other infectious diseases in which a
Thl-based immune response is required, sug-
gest that new Listeria-based vaccines should be
prepared [4].

Cellular based vaccines such as dendritic cells
(DC) or macrophages (M@) have showed good
vaccination efficiencies against infectious
agents [5, 6]. Moreover, M@ seem to co-operate
with DC and transfer them processed antigens,
a mechanism known as cross-presentation [7,
8]. However, for ethical reasons the use of cell
lines in immunization protocols in humans is
not feasible either. Therefore, cell-free mem-
brane vesicles are a good alternative as vaccine
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Phagosomes Induced by Cytokines Function as anti-Listeria

Vaccines

NOVEL ROLE FOR FUNCTIONAL COMPARTMENTALIZATION OF STAT-1 PROTEIN AND
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Background: The effectiveness of phagosomes as vaccines is unknown.

Results: Listericidal phagosomes contain a compartmentalized signaling pathway and a nontoxic listeriolysin form bound to
immune molecules. As vaccines they activate effector T cells and recruit immune cells.

Conclusion: Protection with listericidal phagosomes requires recruitment of dendritic cells and T cell regulation.
Significance: Phagosomes are effective immunotherapies and are a new generation of vaccine tools.

Phagosomes are critical compartments for innate immunity.
However, their role in the protection against murine listeriosis
has not been examined. We describe here that listericidal
phago-receptosomes are induced by the function of IFN-y or
IL-6 as centralized compartments for innate and adaptive
immunity because they are able to confer protection against
murine listeriosis. These phago-receptosomes elicited LLO(91-
99)/CD8"- and LLO(189-201)/CD4*-specific immune re-
sponses and recruited mature dendritic cells to the vaccination
sites controlled by T cells. Moreover, they present exceptional fea-
tures as efficient vaccine vectors. First, they compartmentalize a
novel listericidal STAT-1-mediated signaling pathway that con-
fines multiple innate immune components to the same environ-
ment. Second, they show features of MHC class II antigen-loading
competent compartments for cathepsin-D-mediated LLO process-
ing. Third, murine cathepsin-D deficiencies fail to develop protec-
tive immunity after vaccination with listericidal phago-recepto-
somes induced by IFN-y or IL-6. Therefore, it appears that the
connection of STAT-1 and cathepsin-D in a single compartment is
relevant for protection against listeriosis.
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Macrophages (M@)? are critical cells for the innate and
adaptive immune responses against Listeria monocytogenes
(1-3). The phagosomal compartments in M@ regulate all of
these immune processes by undergoing a profound transfor-
mation to mediate efficient listericidal functions, high levels of
oxidative burst and lysosomal proteases, and increased antigen
processing capacity (4 — 6). Several pro-inflammatory cytokines
such as TNF-a, IFN-v, and IL-6 enhance the microbicidal
mechanisms of M@s and restrict the intracellular growth of L.
monocytogenes (7). It is unclear whether the microbicidal sig-
naling of these cytokines is connected with phagosomal traf-
ficking or with protection against infections. Two main listeri-
cidal mechanisms the oxidative and nonoxidative pathways
operate within the phagosomal compartments. However, deg-
radation of L. monocytogenes requires the action of nonoxida-
tive mechanisms (8 —11) that are mediated by lysosomal pro-
teins as cathepsin-D (CTSD). In this regard, CTSD participates
in innate immunity and inactivates the main phagosomal L.
monocytogenes cytolysin, listeriolysin O (LLO) (12-14). CTSD-
mediated degradation of the immunodominant antigen LLO
occurs through a unique cleavage site between **WW*°2 resi-
dues. This site also contains the phagosomal binding domain
(15). Therefore, a connection might exist between listericidal
components and L. monocytogenes immunity within the phago-
somes. Here, we examine the hypothesis that a common listeri-
cidal route induced by pro-inflammatory cytokines may be
compartmentalized in unique vesicles connecting STAT-medi-
ated signaling, trafficking regulators, listericidal lysosomal
enzymes such as CTSD, and immune phagosomal functions.

2 The abbreviations used are: M@, macrophage; Ctsd, cathepsin-D; DC, den-
dritic cell; LLO, listeriolysin O; MIIC, MHC-class Il antigen loading compart-
ment; NV, nonvaccinated; PEC, peritoneal exudate cell; BM-DM, bone mar-
row-derived macrophage; NI, noninfected sample; NT, nontreated; FC, fold
change.
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Dissociation of Innate Immune Responses
in Microglia Infected with Listeria
monocytogenes

Elisabet Frande-Cabanes,’ Lorena Fernandez-Prieto,"? Ricardo Calderon-Gonzalez,'?

Estela Rodriguez-Del Rio," Sonsoles Yanez-Diaz,"® Monica Lépez—Fanarraga,2 and

Carmen Alvarez-Dominguez’

Microglia, the innate immune cells of the brain, plays a central role in cerebral listeriosis. Here, we present evidence
that microglia control Listeria infection differently than macrophages. Infection of primary microglial cultures and murine
cell lines with Listeria resulted in a dual function of the two gene expression programmes involved in early and late
immune responses in macrophages. Whereas the bacterial gene hly seems responsible for both transcriptional pro-
grammes in macrophages, Listeria induces in microglia only the tumor necrosis factor (TNF)-regulated transcriptional
programme. Listeria also represses in microglia the late immune response gathered in two clusters, microbial degrada-
tion, and interferon (IFN)-inducible genes. The bacterial gene actA was required in microglia to induce TNF-regulated
responses and to repress the late response. Isolation of microglial phagosomes revealed a phagosomal environment
unable to destroy Listeria. Microglial phagosomes were also defective in several signaling and trafficking components
reported as relevant for Listeria innate immune responses. This transcriptional strategy in microglia induced high levels
of TNF-z and monocyte chemotactic protein-1 and low production of other neurotoxic compounds such as nitric oxide,
hydrogen peroxide, and Type | IFNs. These cytokines and toxic microglial products are also released by primary micro-
glia, and this cytokine and chemokine cocktail display a low potential to trigger neuronal apoptosis. This overall bacte-
rial strategy strongly suggests that microglia limit Listeria inflammation pattern exclusively through TNF-mediated
responses to preserve brain integrity.

GLIA 2014;62:233-246
Key words: listeriosis, microglia, neuronal cell death, cytokines, macrophages

Introduction in brain vessels to invade the brain parenchyma (Join-Lam-

bert et al., 2005; Oeverman et al., 2010).

Listeria monocytogenes (LM) is a bacterial pathogen with
tropism for human nervous tissue. Listeriosis can be a
life-threatening disease causing severe meningitis, encephalitis,
and brain abscess in pregnant women, neonates, elderly, and
immunocompromised individuals. Some murine models have
shown that invasion of the central nervous system (CNS) by
LM is facilitated by infected bone-marrow-derived monocytes
that adhere to activated brain endothelial cells and accumulate

Several cell types have been identified as potential targets
of LM in the brain, for example, epithelial cells from choroid
plexus, ependymal cells, macrophages, microglia, and neurons
(Schliiter et al., 1999). Acute cerebral listeriosis is accompanied
by hippocampal neuronal apoptosis (Schluter et al., 1998). It
is known that virulence factors participating in nonlethal
infection models also contribute to fatal CNS infection
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The use of live Listeria-based vaccines carries serious difficulties when administrated
to immunocompromised individuals. However, cellular carriers have the advantage of
inducing multivalent innate immunity as well as cell-mediated immune responses,
constituting novel and secure vaccine strategies in listeriosis. Here, we compare
the protective efficacy of dendritic cells (DCs) and macrophages and their safety.
We examined the immune response of these vaccine vectors using two Listeria
antigens, listeriolysin O (LLO) and glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH),
and several epitopes such as the LLO peptides, LLO1gg9_201 and LLOg1_gg and the GAPDH
peptide, GAPDH;_»,. We discarded macrophages as safe vaccine vectors because they
show anti-Listeria protection but also high cytotoxicity. DCs loaded with GAPDH1_2»
peptide conferred higher protection and security against listeriosis than the widely
explored LLOg1_g9 peptide. Anti-Listeria protection was related to the changes in DC
maturation caused by these epitopes, with high production of interleukin-12 as well as
significant levels of other Th1 cytokines such as monocyte chemotactic protein-1, tumor
necrosis factora, and interferon-y, and with the induction of GAPDH;_5,-specific CD4*
and CD8* immune responses. This is believed to be the first study to explore the use of
a novel GAPDH antigen as a potential DC-based vaccine candidate for listeriosis, whose
efficiency appears to highlight the relevance of vaccine designs containing multiple CD4+

and CD8™ epitopes.

Keywords: dendritic vaccines, Listeria monocytogenes, glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase

INTRODUCTION

Listeria monocytogenes is a Gram-positive pathogenic bacterium
that is widely used as a vector for vaccines against other
pathogens or in cancer therapy. However, because it is a
human pathogen, it may cause life-threatening infections such
as severe meningitis, encephalitis, and brain abscess in preg-
nant women, neonates, elderly people, and immunocompro-
mised individuals. Vaccination is one of the most successful
strategies to treat infectious diseases. However, in the case of lis-
teriosis, there is no vaccine available for high-risk groups such
as infants, pregnant women, or individuals with immunological
impairment.

Current studies of prophylactic vaccines against L. monocyto-
genes focus on three strategies: (i) the creation of live attenuated
pathogens able to access the cytosol and stimulate T cells, includ-
ing the vaccine vectors with metabolically active but non-viable
bacteria; (ii) the use of safe vectors with adjuvant properties able
to induce strong immune responses; and (iii) the use of sub-
unit vaccines containing bacterial antigens that might stimulate
specific immune responses (Sashinami et al., 2003; Starks et al.,
2004; Bruhn et al., 2007; Mohamed et al., 2012; Quispe-Tintaya

et al.,, 2013). There is not a single ideal vector that might be
considered safe for human trials, and the use of live vaccines in
individuals with any type of immunosuppression poses severe
difficulties. Safer vaccines such as subunit vaccines present the
disadvantage of requiring strong adjuvants to potentiate their
immune responses and these adjuvants might induce undesirable
side effects in tissues.

Dendritic cells (DCs) show promise for use as prophylac-
tic or therapeutic vaccine vectors in human trials (Martirosyan
et al., 2012; Palucka and Banchereau, 2013; Yu et al., 2013). DCs
play a major role in the development of cell-mediated immunity
because they link innate and adaptive immune responses. They
are powerful antigen-presenting cells (APCs) and have a distinct
ability to prime naive T helper (Th) T lymphocytes and cytotoxic
T lymphocytes (CTLs). These features of DCs are responsible for
their immunostimulatory potential. In fact, they have been used
as cellular vaccines or adjuvants in immunotherapy against can-
cer or infections, such as listeriosis or aids (Pion et al., 2010; Kono
et al., 2012; Vacas-Cordoba et al., 2013).

Macrophages are also efficient APCs and crucial cells for
the innate and adaptive immune responses against listeriosis
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In the search for an effective vaccine against the human pathogen, Listeria monocytogenes (Listeria), gold
glyconanoparticles (GNP)loaded with a listeriolysin O peptide LLOg;_g9 (GNP-LLO) were used to immunise
mice, initially using a dendritic cell (DC) vaccine approach, but subsequently using a standard parenteral
immunisation approach. To enhance vaccine immunogenicity a novel polysaccharide adjuvant based
on delta inulin (Advax™) was also co-formulated with the GNP vaccine. Confirming previous results,
DC loaded in vitro with GNP-LLO provided better protection against listeriosis than DC loaded in vitro
using free LLO peptide. The immunogenicity of GNP-LLO loaded DC vaccines was further increased by
addition of Advax™ adjuvant. However, as DC vaccines are expensive and impracticable for prophylac-
tic use, we next asked whether the same GNP-LLO antigen could be used to directly target DC in vivo.
Immunisation of mice with GNP-LLO plus Advax™ adjuvant induced LLO-specific T-cell immunity and
protection against Listeria challenge. Protection correlated with an increased frequency of splenic CD4*
and CD8"* T cells, NK cells and CD8a* DC, and Th1 cytokine production (IL-12, IFN-y, TNF-c, and MCP-1),
post-challenge. Enhanced T-cell epitope recruitment post-challenge was seen in the groups that received
Advax™ adjuvant. Immunisation with GNP-LLOg_gg plus Advax™ adjuvant provided equally robust Lis-
teria protection as the best DC vaccine strategy but without the complexity and cost, making this a highly

promising strategy for development of a prophylactic vaccine against listeriosis.
© 2015 The Authors. Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. Introduction approaches [5-7] and subunit vaccines [8,9]. However, the use of
live vaccines in at-risk immunocompromised individuals including
pregnant women poses major safety risks, making a non-living sub-
unit vaccine a more preferable approach. Unfortunately, subunit
vaccines by themselves are generally ineffective due to overall poor
immunogenicity and inability, in particular, to generate the T-cell
immunity required for protection against intracellular organisms
such as Listeria.

Dendritic cell (DC) vaccines are produced by isolation of DC from

Candidate prophylactic vaccines against Listeria monocytogenes
(Listeria) include live attenuated pathogens [1-4], live vector-based

Abbreviations: APC, antigen-presenting cells; CFU, colony forming units; Ctsd,
cathepsin-D; DC, dendritic cells; GNP, gold glyconanoparticles; i.p, intra-peritoneal;
i.v, intra-venous; LLO, listeriolysin O; MHC, major histocompatibility complex; MIIC,

MHC-class Il antigen loading compartments; M@, macrophages; LM, Listeria mono-
cytogenes.
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a subject, in vitro loading of the DC with the relevant vaccine anti-
gen, and then intravenous or subcutaneous injection of the live DC
back into the subject. Based on their improved ability to induce
T-cell immunity, DC vaccines have been proposed as solutions for
induction of T-cell protection against intracellular infections, such
as HIV [10]. Our group previously reported a DC vaccine loaded with
a peptide from the Listeria protein, glyceraldehyde 3-phosphate

0264-410X/© 2015 The Authors. Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Abstract

Listeria monocytogenes is a gram-positive bacteria and human pathogen widely used in
cancer immunotherapy because of its capacity to induce a specific cytotoxic T cell response
in tumours. This bacterial pathogen strongly induces innate and specific immunity with the
potential to overcome tumour induced tolerance and weak immunogenicity. Here, we pro-
pose a Listeria based vaccination for melanoma based in its tropism for these tumour cells
and its ability to transform in vitro and in vivo melanoma cells into matured and activated
dendritic cells with competent microbicidal and antigen processing abilities. This Listeria
based vaccination using low doses of the pathogen caused melanoma regression by apo-
ptosis as well as bacterial clearance. Vaccination efficacy is LLO dependent and implies the
reduction of LLO-specific CD4* T cell responses, strong stimulation of innate pro-inflamma-
tory immune cells and a prevalence of LLO-specific CD8* T cells involved in tumour regres-
sion and Listeria elimination. These results support the use of low doses of pathogenic
Listeria as safe melanoma therapeutic vaccines that do not require antibiotics for bacterial
removal.

Introduction

Coley reported for the first time cancer therapies based on the use of bacteria after observation
of the tumour regression in a patient after bacterial infection [1]. During the early development
of bacterial-based anticancer therapies, different anaerobic bacteria were used that can prolifer-
ate in a hypoxic environment such as that of tumours. Some examples are Clostridium novyi,
Bifidobacteria, Streptococcus pyogenes or Vibrio cholera. The use of bacteria as anticancer
agents was followed by antibiotic treatment to control the infection. However, current
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Abstract

Objective: Individuals at risk of Listeria infection lacked vaccines to prevent the development of severe listeriosis
symptoms. Here, we identify the best epitopes from Listeria proteins GAPDH and LLO for an optimal DC vaccine
candidate to protect against individuals high susceptible to listeriosis.

Methods: We vaccinated high susceptible Balb/c and low susceptible C57BL/6 mice with a single dose of DC-
LLOg1.99, DC-LLO1gg.200, DC-LLO4gg.201, DC-LLO4g9.201, DC-LLO2g6.304, DC-GAPDH4_15 or DC-GAPDH;.,,
vaccines. CFU in spleens, predictions of DC-peptide binding to MHC-I and MHC-Il and analysis of Th1 immune
responses were used to assess vaccine efficiency.

Results: DC-GAPDH,_», and DC-GAPDH_45 vaccines with intermediate binding epitopes to MHC-I and weak
binders to MHC-II, provided maximal protection in Listeria susceptible and resistant mice. DC-LLOg.gg vaccine with
a strong binding epitope to MHC-I follows protection in both mice strains. DC-LLO,gg.3094 Vaccine conferred
protection only in resistant mice and DC-LLOqgg.091, DC-LLO1g9.200 and DC-LLO4gg9.091 vaccines with binding
epitopes to MHC-II, lacked protection properties. Maximal protection in listeriosis correlated with increased splenic
CD8a* DC, enhanced IL-12 production and high frequencies of CD8* and CD4* producing IFN- T cells in both mice
strains.

Discussion: Maximal protection against listeriosis in susceptible and resistant mice is only achieved with DC-
GAPDH;_,, and DC-GAPDH1.45 vaccines, able to activate simultaneously CD4* and CD8* T cells as they include
binding epitopes to both, MHC-I and MHC-II. CD8* T cell activation seemed predominant as DC-LLOg.g9 and DC-
LLO,gs.304 Vaccines that exclusively activate CD8* T cells in both mice strains conferred significant listeriosis
protection. In this regard, DC-LLO1gg.501, DC-LLO1gg.000 Or DC-LLO1g9.001 Vaccines that activated CD4* T cells
caused no protection at all. We observed that a combination of several MHC-I and at least one MHC-II binding
epitopes in a single peptide provided the highest listeriosis protection.

Conclusion: DC-GAPDH4,, and DC-GAPDH4_15 vaccines might protect against human listeriosis in high

susceptible immune-compromise patients.
L J

Keywords: Listeriosis; Dendritic cells; Vaccines; Listeriolysin Oj;
Glyceraldehyde-3-phosfate-dehydrogenase

Abbreviations

CFU: Colony Forming Units; DC: Dendritic Cells; GAPDH:
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; i.g: intragastic; i.p: intra-
peritoneal; iv: intravenous; LLO: Listeriolysin O; LM: Listeria
monocytogenes; MHC: Major Histocompatibility Complex

Introduction

Pregnant women, neonates and the elderly are the individuals
suffering human listeriosis but also chronic autoimmune, hepatic
transplanted and oncologic patients become infected. While no
vaccine is available for human listeriosis, this pathogen has increased
5-fold its annual incidence in our country health institutions [1-3]

and, therefore, there is an urgency to develop a safe and wide vaccine
that covers the diversity of all human groups at risk of listeriosis. The
reasons for this increase in listeriosis referred to the aging of the
population and to the significant increase on the half-life of
oncological and transplanted patients with the new biological
therapies. In this regard, the recent availability of Listeria-based
therapies for certain tumours using attenuated strains of Listeria [4],
also predicted the convenience to offer these patients at high risk of
listeriosis with alternative immune-therapies to develop immune
protection before applying the tumour therapies. Low doses of this
pathogen are sufficient to cause severe listeriosis complications in
pregnant women and newborns [3], but also to confer significant
protection in healthy individuals [5]. However, the Listeria-based
therapies for tumour patients used a bacterial burden 500-fold higher
than the classical doses used for listeriosis vaccination, requiring
longer and aggressive antibiotic treatments to eliminate the bacteria.
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Dendritic cells loaded with antigenic peptides, because of their safety and robust immune stimulation, would be
ideal for induction of immunity to protect against listeriosis. However, there is no currently accepted method to
predict which peptides derived from the Listeria proteome might confer protection. While elution of peptides
from MHC molecules after Listeria infection yields high-affinity immune-dominant epitopes, these individual
epitopes did not reliably confer Listeria protection. Instead we applied bioinformatic predictions of MHC class I
and Il epitopes to generate antigenic peptides that were then formulated with Advax™, a novel polysaccharide
particulate adjuvant able to enhance cross-presentation prior to being screened for their ability to induce protec-
tive T-cell responses. A combination of at least four intermediate strength MHC-I binding epitopes and one weak
MHC-II binding epitope when expressed in a single peptide sequence and formulated with Advax adjuvant
induced a potent T-cell response and high TNF-a and IL-12 production by dendritic cells resulting in robust lis-
teriosis protection in susceptible mice. This T-cell vaccine approach might be useful for the design of vaccines
to protect against listeriosis or other intracellular infections.

© 2015 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Dendritic cells (DCs) present antigenic peptides on MHC I and class II
molecules resulting in stimulation of CD8* and CD4™ T cells, respective-
ly. This ability to activate both CD4 and CD8 T cell responses is the basis
for the effectiveness of DC-based vaccines in prophylaxis against infec-
tions including HIV, Streptococcus pneumonia, Chlamydia trachomatis
or Mycobacterium (Vacas-Cordoba et al., 2013; Cohen et al., 2012;
Rey-Ladino et al.,, 2014; Kawasaki et al.,, 2014; Fromen et al., 2015).

Groups at risk of listeriosis include pregnant women, neonates, the
elderly and immune-compromised patients. DC vaccines loaded
ex vivo with peptides and injected back into the host, are highly effective
at inducing cellular immunity and thereby could be useful for Listeria
immunization (Wood and Paterson, 2014).

Abbreviations: DC, dendritic cell; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;
i.p, intra-peritoneal; LLO, listeriolysin O; MHC, major histocompatibility complex.

* Corresponding author at: Grupo de Gendémica, Proteémica y Vacunas, Instituto de
Investigacién Marqués de Valdecilla (IDIVAL), Laboratorio 124, Edificio IDIVAL, Avda,
Cardenal Herrera Oria, s/n. 39011 Santander, Cantabria, Spain.

E-mail address: calvarez@humv.es (C. Alvarez-Dominguez).

http://dx.doi.org/10.1016/},jim.2015.05.009

The objective of this study was to find a simple method to predict the
minimum epitope requirements for a DC vaccine against human listeri-
osis and involved testing DC vaccines in mice susceptible or resistant to
Listeria. C57BL/6 mice have a Listeria resistant allele at the Hc locus on
chromosome 2 and show reduced susceptibility to intravenous, i.v.,
intragastric, i.g. or intraperitoneal, i.p, challenge with Listeria when com-
pared to susceptible Balb/c mice (Mainou-Fowler et al., 1988; Poulsen
etal, 2011). Therefore, we used C57BL/6 mice to mimic the population
at low risk of listeriosis, while Balb/c mice were used to mimic high-risk
groups. Two Listeria antigens were selected as the focus of our
study, listeriolysin O (LLO) and the glyceraldehyde-3-phosphate-
dehydrogenase (GAPDH) as they have previously been shown to elicit
strong CD4" and CD8™ T cell responses (Alvarez-Dominguez et al.,
2008; Calderon-Gonzalez et al., 2014, 2015). This was important as
human listeriosis is not well characterised and antigens other than
LLO or GAPDH that induce cellular immunity have yet to be found
(Angelakopoulos et al., 2002; CAD and RCG unpublished results).

Bioinformatic methods that predict T cell epitopes via their ability to
bind MHC molecules provide a faster and less costly alternative to strat-
egies for selection of T-cell vaccine candidates such as MHC peptide elu-
tion or assays to map T-cell epitopes using complete sets of overlapping
peptides (Geginat et al., 2001; Skoberne and Geginat, 2002). This is
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ABSTRACT

Vaccination with dendritic cells (DCs) is proposed to induce lasting responses
against melanoma but its survival benefit in patients needs to be demonstrated. We
propose a DC-targeted vaccine loaded with a Listeria peptide with exceptional anti-
tumour activity to prevent metastasis of melanoma. Mice vaccinated with vaccines
based on DCs loaded with listeriolysin O peptide (91-99) (LLO,, .,) showed clear
reduction of metastatic BL60VA melanoma size and adhesion, prevention of lung
metastasis, enhanced survival, and reversion of immune tolerance. Robust innate
and specific immune responses explained the efficiency of DC-LLO,, ,, vaccines
against B160VA melanoma. The noTable features of this vaccine related to melanoma
reduction were: expansion of immune-dominant LLO,, . -specific CD8 T cells that
helped to expand melanoma-specific CD8* T cells; high numbers of tumour-infiltrating
lymphocytes with a cytotoxic phenotype; and a decrease in CD4+CD25"9" regulatory
T cells. This vaccine might be a useful alternative treatment for advanced melanoma,
alone or in combination with other therapies.

INTRODUCTION

Human melanoma is a malignant tumour of
melanocytes and an aggressive skin cancer that has
registered a 3% increase in annual incidence in Northern
Spain [1]. Melanoma is one of the most rapidly growing
cancers worldwide but yet there is no satisfactory treatment
except for surgery, either in the early stages or when it has
advanced to metastatic disease. Pharmacological treatment
with small molecule inhibitors such as vemurafenib leads
to resistance and has major cutaneous effects, but fails to
induce lasting responses, which has turned the focus to
immunotherapy. Classical immunotherapy agents such
as interleukin (IL)-2 [2] or interferon (IFN)-a induce
durable responses but the survival benefit is low. New

immunomodulatory antibodies such as ipilimumab and
nivolumab that block T-cell-negative regulators cytotoxic
T-lymphocyte-associated antigen-4 and programmed
death-1, respectively, cause some side effects, such as
high toxicity and activation of autoreactive T cells [3].
In this context, dendritic cells (DCs) are pivotal cells
of the immune system with high capacity to induce
T-cell immunity, and are used as vaccines to increase
host resistance to melanoma [4, 5]. However, the lack
of immunodominant melanoma antigens triggering
potent cytotoxic T-cell responses, induction of immune-
suppressor T cells known as regulatory T (Treg) cells
in melanoma patients, and a limited beneficial effect on
survival, has dampened widespread use of DC-based
vaccines as melanoma immunotherapy [6, 7].
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Abstract: Listeriosis is a fatal infection for fetuses and newborns with two clinical main morbidities in
the neonatal period, meningitis and diffused cutaneous lesions. In this study, we vaccinated pregnant
females with two gold glyconanoparticles (GNP) loaded with two peptides, listeriolysin peptide
91-99 (LLOg;1_99) or glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1-22 peptide (GAPDH; ;).
Neonates born to vaccinated mothers were free of bacteria and healthy, while non-vaccinated
mice presented clear brain affections and cutaneous diminishment of melanocytes. Therefore,
these nanoparticle vaccines are effective measures to offer pregnant mothers at high risk of listeriosis
interesting therapies that cross the placenta.

Keywords: glyconanoparticles; listeria peptides; vaccines; melanocytes

1. Introduction

Human listeriosis is a food-borne invasive illness caused by the pathogen Listeria monocytogenes
(LM) that causes infections in pregnant women, infants, the elderly, and the immune-compromised.
While infections are rare among the healthy population, listeriosis is one of the most lethal bacterial
diseases for fetuses and newborns [1-7]. Nevertheless, pregnant women who get infected experience
only mild symptoms, making the diagnosis very difficult, even if fetuses are fatally infected [1].
Therefore, vaccination of pregnant women appears as the most cost-effective measure to deal with
this deadly pathogen in pregnancy, as it may be responsible for a high number of non-diagnosed
spontaneous abortions.
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Two regions of northern Spain, Gipuzkoa, and Cantabria present high annual incidence
of listeriosis (1.86 and 1.71 cases per 100,000 inhabitants, respectively). We report that
the high annual incidences are a consequence of infection with highly virulent Listeria
monocytogenes isolates linked to fatal outcomes in elderly patients with cancer. In
addition, listeriosis patients with cancer present low IL-17A/IL-6 ratios and significantly
reduced levels of anti-GAPDH;_2; antibodies, identified as two novel biomarkers of poor
prognosis. Analysis of these biomarkers may aid in reducing the incidence of listeriosis.
Moreover, GAPDH;_x»-activated monocyte-derived dendritic cells of listeriosis patients
with cancer seem useful tools to prepare clinical vaccines as they produce mainly Th1
cytokines.

Keywords: listeriosis, Listeria, zoonoses

BACKGROUND

In Spain, increased cases of listeriosis were recorded between 2008 and 2014, with up to 1.15 cases
per 100,000 inhabitants according to the last European summary report in 2014, signifying one of
the highest incidences of listeriosis in Europe (1-4). Over this period, outbreaks were additionally
documented in Austria, Portugal, Spain, and Denmark (1, 5-8). Listeriosis has only recently been
listed as a notifiable disease in Spain since March 2015 (9), and therefore, the annual incidence may be
even higher (1-5, 10, 11). Reduced immunocompetency of listeriosis patients was recently reported
as a major risk factor for fatal outcomes (12). Epidemiologically specific Listeria monocytogenes
genotypes show greater virulence, contributing to more human listeriosis cases (13, 14). Despite
accumulating epidemiological data on listeriosis (1-14), effective immunological biomarkers are
yet to be established that a priori appear to represent valuable tools to prepare clinical vaccines for
patients at high risk of listeriosis, which may help to reduce the incidence of infectious disease.

The main purpose of this study was to establish the annual incidence of listeriosis in two
northern Spain communities with voluntary reports of high numbers of listeriosis cases. We

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 1

November 2016 | Volume 7 | Article 541


http://www.frontiersin.org/Immunology/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.3389/fimmu.2016.00541&domain=pdf&date_stamp=2016-11-29
http://www.frontiersin.org/Immunology/archive
http://www.frontiersin.org/Immunology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Immunology/editorialboard
https://doi.org/10.3389/fimmu.2016.00541
http://www.frontiersin.org/Immunology/
http://www.frontiersin.org
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:calvarez@humv.es
https://doi.org/10.3389/fimmu.2016.00541
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fimmu.2016.00541/abstract
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fimmu.2016.00541/abstract
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fimmu.2016.00541/abstract
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fimmu.2016.00541/abstract
http://loop.frontiersin.org/people/126974
http://loop.frontiersin.org/people/386134
http://loop.frontiersin.org/people/386149
http://loop.frontiersin.org/people/136815
http://loop.frontiersin.org/people/81894

	Portada
	Agradecimientos
	Abreviaturas
	ÍNDICE
	I. INTRODUCCIÓN
	1. Listeria monocytogenes. Características generales
	2. Importancia histórica y actual
	3. Patogenicidad y vía de colonización de Listeria monocytogenes enhumanos
	3.1. Patogenia de la bacteria
	3.2. Vías de colonización en el ser humano

	4. Ciclo de vida de Listeria monocytogenes y sus factores de virulencia
	4.1. Ciclo de vida de Listeria monocytogenes
	4.2. Factores de virulencia

	5. Inmunidad frente a la infección por Listeria monocytogenes
	5.1. Inmunidad innata/inespecífica
	5.2. Inmunidad adquirida/específica
	5.3. Inmunidad humoral

	6. Compartimentos intracelulares: Los fagosomas, dónde se destruye Listeria monocytogenes
	6.1. Destrucción fagosomal
	6.2. Destrucción citosólica
	6.3. Proteínas de la membrana lisosomal
	6.4. Fagosomas con características lisosomales

	7. Las células del sistema inmunológico del sistema nervioso central. La microglía
	7.1. Sistema nervioso central
	7.2. Reactividad de la microglía
	7.3. Microglía y la respuesta inmune innata
	7.4. Microglía y la respuesta inmune adquirida

	8. Tratamiento y prevención
	8.1. Tratamiento


	II. OBJETIVOS
	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	1. Soluciones y medios de cultivo
	1.1. Soluciones
	1.2. Medios de cultivo

	2. Cepas bacterianas, líneas celulares y modelo animal
	2.1. Cultivo, crecimiento y conservación de las cepas bacterianas
	2.2. Líneas celulares
	2.3. Modelo animal

	3. Péptidos, nanopartículas y adyuvantes
	3.1. Péptidos
	3.2. Nanopartículas y adyuvantes

	4. Reactivos y anticuerpos
	4.1. Reactivos
	4.2. Anticuerpos

	5. Equipos empleados
	6. Metodología
	6.1. Ensayos en modelos murinos
	6.2. Obtención y ensayos con cultivos celulares de células microgliales mixtas y microglía purificada (MG)
	6.3. Estudios proteómicos
	6.4 Ensayos de cinéticas de infección
	6.5. Expresión transcripcional de células microgliales
	6.6. Inmunofluorescencia y microscopía confocal
	6.7. Estudios funcionales
	6.8. Análisis estadístico


	IV. RESULTADOS
	1. Determinación de la célula diana en el sistema nervioso central (SNC)
	2. Los factores de virulencia de la célula diana y cómo actúan
	2.1. Cinéticas de infección en células microgliales y macrófagos: diferencias en la implicación de la LLO y otros factores de virulencia de Listeria monocytogenes
	2.2. Crecimiento de Listeria monocytogenes en microglía. Nucleación de los filamentos de actina
	2.3. Localización sub-celular de Listeria monocytogenes. Comparación entre microglía y macrófagos

	3. Estudio de la expresión génica post-infección
	3.1. Microarrays y agrupamiento de genes inmunes. Patrones comunes y diferenciales del transcriptoma de macrófagos y microglía tras la infección
	3.2. Verificación por proteómica. Expresión proteica en fagosomas purificados de macrófagos y microglía

	4. Funciones fagocíticas afectadas relacionadas con el sistema nervioso central (SNC)
	4.1. Producción de citocinas
	4.2. Mecanismos microbicidas oxidativos. Producción de óxido nítrico y peróxido de hidrógeno
	4.3. Apoptosis neuronal. Análisis de la apoptosis neuronal por factores solubles liberados por microglía
	4.4. La diseminación de la infección a otras células fagocíticas

	5. Modelo animal: ensayos de infección y vacunación in vivo en ratonas gestantes

	V. DISCUSIÓN
	1. Discusión
	2. Modelo de infección de Listeria monocytogenes en microglía

	VI. CONCLUSIONES
	VII. BIBLIOGRAFÍA
	VIII. ANEXOS
	Publicaciones relacionadas con esta tesis doctoral
	The intact structural form of LLO in endosomes cannot protect against listeriosis
	Phagosomes Induced by Cytokines Function as anti-Listeria Vaccines
	Dissociation of Innate Immune Responses in Microglia Infected with Listeria monocytogenes
	Cellular vaccines in listeriosis: role of the Listeria antigen GAPDH
	A gold glyco-nanoparticle carrying a listeriolysin O peptide and formulated with AdvaxTM delta inulin adjuvant induces robust T-cell protection against listeria infection
	A Novel Therapy for Melanoma Developed in Mice: Transformation of Melanoma into Dendritic Cells with Listeria monocytogenes
	A Dendritic Cell-Targeted Vaccine Loaded with Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase Peptides Proposed for Individuals at High Risk of Listeriosis
	Identification and characterisation of T-cell epitopes for incorporation into dendritic cell-delivered Listeria vaccines
	Exceptional antineoplastic activity of a dendritic-cell-targeted vaccine loaded with a Listeria peptide proposed against metastatic melanoma
	Pregnancy Vaccination with Gold Glyco-Nanoparticles Carrying Listeria monocytogenes Peptides Protects against Listeriosis and Brain- and Cutaneous-Associated Morbidities
	Biomarker tools to Design ClinicalVaccines Determined from a studyof annual Listeriosis Incidence inNorthern spain



