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6. RESUMEN

Salmonella es una bacteria patdgena capaz de generar cuadros clinicos que abarcan
desde una gastroenteritis autolimitada hasta infecciones sistémicas que pueden causar la
muerte del hospedero. El proceso infectivo de Salmonella comienza con la ingesta de
alimentos o aguas contaminados con la bacteria, para posteriormente enfrentarse a las
células epiteliales intestinales, primera barrera fisica del hospedero. Posteriormente
interactiia con células fagociticas profesionales del sistema inmune innato, causando una
respuesta inflamatoria local que finalmente genera la eliminacion de la bacteria al medio
ambiente. Salmonella tiene la capacidad de sobrevivir intracelularmente en células
fagociticas como macrofagos, los que se transforman en verdaderos vectores de
diseminacion sistémica. Si bien se han estudiado en profundidad los mecanismos
moleculares de esta bacteria para sobrevivir dentro de los macrofagos, existe escasa
informacion referente a los mecanismos de supervivencia que emplea en otros estadios de
su ciclo de vida. Por ejemplo, Salmonella pasa una parte importante de su ciclo de vida en
el medio ambiente, compartiendo el habitat con amebas. Estos organismos se alimentan
principalmente de bacterias y hongos por fagocitosis y la digestion se produce dentro de
fagolisosomas, un mecanismo antibacteriano similar al utilizado por macrofagos, como el
proceso de autofagia. La autofagia es un mecanismo conservado en células eucariontes
muy importante en la eliminacidén de proteinas mal plegadas y organelos danados. La
autofagia también desempena un papel crucial durante la infeccion, actuando como un
mecanismo de defensa contra patdégenos intracelulares. Como consecuencia, muchos

patogenos bacterianos han desarrollado la capacidad de evadir este proceso. La autofagia
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esta regulada por numerosas vias de sefializacion intracelular en las que participa la
proteina ERK, vinculada a la via de las MAPK, y la proteina AKT, vinculada a la via
PI3K/AKT/mTORCI1. Cabe destacar que Salmonella tiene factores de virulencia que
intervienen en vias de sefializacion intracelular en la célula hospedera. Por ejemplo, la
proteina SopB de Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) es una
fosfatidilinositol fosfatasa que activa a AKT en células epiteliales, mientras que SptP es
una proteina que tiene un dominio con actividad tirosina fosfatasa que regula
negativamente a la proteina ERK en células epiteliales. Por su parte, PphB es una proteina

no caracterizada con actividad serina/treonina fosfatasa hipotética.

En esta tesis, nos propusimos evaluar si los factores de virulencia SopB, SptP y
PphB modulan el proceso de autofagia, contribuyendo en la supervivencia intracelular de
S. Typhimurium en la ameba Dictyostelium discoideum y en macroéfagos murinos. Este
estudio se llevo a cabo mediante ensayos de infeccion para evaluar la internalizacion y
supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum AX4 y en macrofagos
RAW264.7. Ademas, se realizaron ensayos de infeccion con la finalidad de monitorear
mediante microscopia confocal como Salmonella modula la autofagia en la ameba y los
macrofagos mencionados. Finalmente, mediante ensayos de western blot detectamos las
proteinas AKT, ERK1/2, mTOR y sus formas fosforiladas activas en células infectadas ya
que éstas participan en vias de sefalizacion intracelular que regulan la autofagia y que

Salmonella podria controlar durante el proceso infectivo.

Nuestros resultados indican que S. Typhimurium requiere de los factores de

virulencia SopB, SptP y PphB para sobrevivir intracelularmente en la ameba
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D. discoideum, pero no los requiere para sobrevivir en los macrofagos RAW264.7 bajo
las condiciones experimentales utilizadas. Ademas, determinamos que los factores de
virulencia SopB y SptP de S. Typhimurium modulan el proceso autofagico en la ameba
D. discoideum y macrofagos RAW264.7. En macrofagos RAW?264.7, SopB contribuye a
la inhibicion del proceso de autofagia tomando control de la via AKT/mTORC1, mientras
que SptP contribuye en la estimulacion del proceso de autofagia de manera dependiente

de AKT, pero independiente de mTORCI.

Considerando que las proteinas efectoras SopB, SptP y PphB son importantes para
la supervivencia intracelular de S. Typhmurium en D. discoideum, es valido pensar que
Salmonella tomaria control de la autofagia con la finalidad de mantener un nicho
replicativo estable y obtener nutrientes para su supervivencia intracelular en este
hospedero. Finalmente, es importante destacar que en este trabajo de tesis se reporta por
primera vez un rol para PphB en la virulencia de Salmonella. Ademas, es la primera vez
que se reporta un rol para SopB, SptP y PphB en la internalizacion y supervivencia

intracelular de Salmonella en protozoos.
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7. SUMMARY

“Contribution of Salmonella enterica serovar Typhimurium virulence factors SopB,
SptP and PphB to autophagy subvertion in the amoeba Dictyostelium discoideum

and murine macrophages”

Salmonella is a pathogenic bacteria that causes clinical manifestations ranging
from self-limited gastroenteritis to systemic infections that can lead to the death of the
host. The infective process of Salmonella begins with the ingestion of food or water
contaminated with the bacteria, to later confront the intestinal epithelial cells, the first
physical barrier of the host. It also has the ability to interact with professional phagocytic
cells of the innate immune system, causing a local inflammatory response that ultimately
results in the elimination of the bacteria in the environment. Sa/monella has the ability to
survive intracellularly in phagocytic cells such as macrophages, acting as vectors of
systemic dissemination. Although the molecular mechanisms of this bacterium have been
studied to survive within the macrophages, there is scarce information regarding the
survival mechanisms used in other stages of its life cycle. For example, Salmonella spends
an important part of its life cycle in the environment, sharing with amoebas. These
organisms feed mainly on bacteria and fungi by phagocytosis and digestion occurs within
phagolysosomes, an antibacterial mechanism similar to that used by macrophages, such
as the autophagy process. Autophagy is a conserved mechanism in eukaryotic cells that is
very important in the elimination of misfolded proteins and damaged organelles.

Autophagy also plays a crucial role during infection, acting as a defense mechanism
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against intracellular pathogens. As a consequence, many bacterial pathogens have
developed the ability to evade this process. Autophagy is regulated by numerous
intracellular signaling pathways involving the ERK protein, linked to the MAPK pathway,
and the AKT protein, linked to the PI3K / AKT / mTORCI1 pathway. It is worth
mentioning that Salmonella has virulence factors that interfere with intracellular signaling
pathways in the host cell. For instance, SopB protein of S. Typhimurium is a
phosphatidylinositol phosphatase that activates AKT in epithelial cells, whereas SptP
protein has a tyrosine phosphatase domain that negatively regulates the ERK protein in
epithelial cells. For its part, PphB is an uncharacterized protein with hypothetical

serine / threonine phosphatase activity.

In this thesis, we aimed to evaluate if the virulence factors SopB, SptP and PphB
modulate the autophagy process, contributing to the intracellular survival of
S. Typhimurium in the amoeba Dictyostelium discoideum and in murine macrophages.
This study was carried out by means of infection assays to evaluate the internalization and
intracellular survival of S. Typhimurium in D. discoideum AX4 and in RAW264.7
macrophages. In addition, infection assays were conducted with the purpose of monitoring
by confocal microscopy how Salmonella modulates autophagy in the amoeba and in
RAW264.7 macrophages. Finally, we detected AKT, ERK1/2, mTORCI1 and their active
phosphorylated forms in infected cells by western blot assays, as these proteins are linked
to intracellular signaling pathways regulate autophagy and Salmonella could take control

of them during infection.
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Our results indicate that S. Typhimurium requires virulence factors SopB, SptP
and PphB to survive intracellularly in the amoeba D. discoideum. In contrast, the pathogen
does not require these virulence factors them to survive in RAW264.7 macrophages under
the experimental conditions used. In addition, we determined that virulence factors SopB
and SptP of §. Typhimurium modulate the autophagy process in the amoeba
D. discoideum and RAW264.7 macrophages. In these macrophages, SopB contributes to
the inhibition of autophagy by taking control of the AKT / mTORC1 pathway, while SptP
contributes to the stimulation of autophagy in an AKT-dependent manner, but independent

of mTORCI.

Taking into consideration that effector proteins SopB, SptP y PphB are important
for intracellular survival of S. Typhmurium in D. discoideum, one can argue that
Salmonella takes control of autophagy in order to maintain a stable replicative niche and
obtain nutrients for its intracellular survival in this host. Finally, it is important to mention
that in this thesis we reported for the first time a role for PphB in the virulence of
Salmonella. In addition, we reported for the first time a role for SopB, SptP and PphB in

the internalization and intracellular survival of Salmonella in protozoa.
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8. INTRODUCCION

8.1. Género Salmonella

El género Salmonella estd compuesto por dos especies: Salmonella bongori y
Salmonella enterica, las cuales a su vez estdn compuestas por mas de 2500 serovares
seglin su variacion antigénica en el lipopolisacarido (antigeno O) y el flagelo (antigeno
H). Ademas, S. enterica se divide en seis subespecies: enterica (1), salamae (11), arizonae
(ITa), diarizonae (111b), houtenae (I1V) e indica (V1) (Le Minor et al. 1986; Reeves et al.
1989). Solo los serovares de la subespecie enterica (I) causan enfermedad en animales
homeotermos (Anjum et al. 2005; Porwollik and McClelland 2003). Algunos de estos
serovares son capaces de colonizar y causar enfermedad en diferentes animales, por lo que
se denominan “serovares generalistas” (Feasey et al. 2012). Ejemplos de éstos incluyen a
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) y Salmonella enterica
serovar Enteritidis (S. Enteritidis). Generalmente, estos serovares causan una
gastroenteritis autolimitada, aunque S. Typhimurium produce una enfermedad sistémica
(fiebre entérica) en ratones BALB/c. Por otro lado, los serovares S. Typhi y S. Paratyphi A
infectan exclusivamente al ser humano (Carter and Collins 1974; Feasey et al. 2012), por
lo que se les denomina “serovares especialistas”. Otros ejemplos de este tipo de serovares
incluyen a §. Gallinarum, S. Dublin, S. Choleraesuis y S. Abortusovis, los cuales infectan
exclusivamente a gallinas, bovinos, porcinos y ovinos, respectivamente (Carter and

Collins 1974).



La infeccion con Salmonella comienza con el consumo de alimentos o aguas
contaminadas. Luego, la bacteria supera la barrera acida del estdmago y accede al intestino
delgado, donde atraviesa las células M de las placas de Peyer o invade las células
epiteliales en la region distal del ileon mediante el sistema de secrecion de tipo 3
codificado en la isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SST3spi-1) y sus proteinas
efectoras, para luego llegar al tejido linfoide subyacente induciendo la inflamacién del
tejido intestinal (Hansen-Wester and Hensel 2001; Haraga et al. 2008). En este punto se
produce una diferencia en los cuadros clinicos causados por los serovares S. Typhi y
S. Typhimurium en humanos. En el caso de S. Typhimurium, la bacteria permanece
circunscrita en el intestino produciendo una gastroenteritis autolimitada. Por su parte,
S. Typhi es capaz de diseminarse por el torrente sanguineo al interior de los macréfagos
mediante el sistema de secrecion de tipo 3 codificado en la isla de patogenicidad 2 de
Salmonella (SST3sp12), causando una enfermedad sistémica llamada fiebre tifoidea.
Durante su proceso infectivo, Salmonella se enfrenta a dos etapas fundamentales: (1) la
invasion del epitelio intestinal y (2) la supervivencia intracelular en macrofagos y otras
células fagociticas, lo que contribuye a su diseminacidon sistémica en el hospedero
(Hansen-Wester and Hensel 2001; Haraga et al. 2008). En cuanto a la invasién y la
supervivencia intracelular, Salmonella presenta numerosas proteinas que se expresan en
momentos particulares de la infeccidon y presentan funciones que modulan los procesos
fisiologicos de la célula hospedera, y protegen a la bacterias de las condiciones adversas
intracelulares, para finalmente llevar a cabo un ciclo infectivo exitoso (Figura 1) (Godaly

et al. 1998; Haraga et al. 2008; Sabbagh et al. 2012).
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Figura 1. Proceso infectivo de Salmonella. El proceso infectivo de Salmonella comienza
con el consumo de alimentos o0 agua contaminados con esta bacteria, la que posteriormente
logra sobrevivir al pH 4cido del estdbmago y los mecanismos de defensa presentes en el
intestino delgado para luego cruzar la barrera epitelial a través de las células M o
induciendo su propia internalizacion en células epiteliales mediante el SST3spi-1 y sus
proteinas efectoras. Una vez que cruza el epitelio, Salmonella interactia con células del
sistema inmune innato como macréfagos, siendo capaz de sobrevivir en su interior
mediante el SST3spi2 y sus efectores. De esta manera, Salmonella utiliza estas células
para diseminarse de forma sistémica. Modificado de (Haraga et al. 2008).

En todo el mundo, los serovares de Salmonella son responsables de cientos de
millones de casos de salmonelosis y cientos de miles de muertes asociadas a esta patologia
(CDC 2005). La fiebre tifoidea es una enfermedad sistémica causada por serovares como
S. Typhi y S. Paratyphi A que puede alcanzar un 30% de mortalidad en pacientes no
tratados y puede generar un 6% de portadores crénicos. No es frecuente en paises
desarrollados, pero es endémica en paises en desarrollo y subdesarrollados. La
enfermedad sistémica y bacteremia también puede resultar de infecciones con serovares

no tifoideos de Salmonella (SNT), como S. Typhimurium. En este caso, nifios menores a

5 afios, ancianos e inmunocomprometidos tienen un alto riesgo de desarrollar una



salmonelosis sistémica fatal posterior a la infeccion con SNT. Aunque las SNT son la
causa mas frecuente de muerte asociada con agentes infecciosos transmitida por alimentos
en paises subdesarrollados, el nimero total de este tipo de casos en los paises desarrollados

es relativamente bajo (Gordon et al. 2002; Kankwatira et al. 2004).

8.2. Factores de virulencia de Salmonella

Generalmente en la transferencia horizontal de material genético, estos quedan
circunscritos en islas gendmicas. Las islas gendmicas son secuencias de DNA de tamafio
variable que se caracterizan por encontrarse insertas en la vecindad de genes que codifican
tRNAs, estar flanqueadas por secuencias repetidas directas y poseer un contenido de G+C
distinto al promedio del genoma y algunas islas contienen remanentes de elementos
genéticos moviles, como genes que codifican integrasas y transposasas. Ademas, la
transferencia horizontal de genes puede resultar en la adquisicion de nuevas funciones por
parte de la bacteria, lo cual podria generar ciertas ventajas adaptativas en el hospedero,
como genes cuyos productos proteicos tienen funciones que contribuyen a la virulencia
de la bacteria, los que son llamados como factores de virulencia. En tal caso, estas islas
genomicas se denominan islas de patogenicidad. Todas estas caracteristicas indican que
estas regiones del genoma han sido adquiridas por las bacterias a través de transferencia
horizontal (Hacker and Carniel 2001; Hansen-Wester et al. 2004; Ochman and Groisman

1996).

Mediante estudios genéticos y de gendmica comparativa, se han identificado al

menos 24 islas de patogenicidad de Salmonella (SPI) (Desai et al. 2013; Fookes et al.



2011; Urrutia et al. 2014). Las islas SPI-1 y SPI-2 son esenciales para el proceso infeccioso
y estan presentes en todos los miembros de la especie S. enterica. Tanto SPI-1 como SPI-2
codifican sistemas de secrecion de tipo 3 (SST3spr1 y SST3spi2, respectivamente), los
cuales transfieren proteinas conocidas como “efectores” desde el citoplasma bacteriano
directamente a la célula hospedera. E1 SST3spi-1 se activa en el intestino y al contacto con
los enterocitos, translocando efectores que alteran la estructura del citoesqueleto activando
o reprimiendo GTPasas de la familia Rho en la célula hospedera (Figura 2) (Haraga et al.
2008). La reorganizacion del citoesqueleto ocurre dentro de la primera hora de infeccion,
generando ondulaciones de la membrana citoplasmatica que envuelven a la bacteria, la
cual queda internalizada dentro de un compartimiento intracelular llamado ‘“vacuola
contenedora de Salmonella” (VCS). Posteriormente, Salmonella modifica el trafico
vesicular evitando la fusion de la VCS con los lisosomas y luego ocurre una maduracion
de estas vacuolas donde la bacteria logra establecerse. Para este proceso se requiere el
SST3spi2 y sus efectores (Figura 2) (Haraga et al. 2008), por lo que esta isla de
patogenicidad es esencial para la supervivencia y multiplicacion de la bacteria en el medio
intracelular, tanto en células epiteliales y especialmente en macrofagos, y para su posterior
diseminacion sistémica en el hospedero (Garai et al. 2012; Haraga et al. 2008; Patel and

Galan 2006).
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Figura 2. Cambios que inducen las proteinas efectoras del SST3spr.1 y SST3spi1-2 de
Salmonella en la célula hospedera. La figura muestra algunas de las proteinas efectoras
de los SST3spr-1 y SST3spi2 que modulan los procesos fisiologicos de la célula hospedera.
La etapa inicial (0-1 h) esta controlada por los efectores SopB y SptP del SST3spi1. La
etapa intermedia de desarrollo (1-4 h) requiere la participacion de los efectores SipA 'y
SopB del SST3spi-1 y los efectores SifA, SseF y SseG del SST3spi2, para permitir el
movimiento del VCS a una posicion juxtanuclear. La replicacion bacteriana se inicia 4-6 h
después de la invasion. Los efectores del SST3spi2 se representan en rojo, los efectores
del SST3spi-1 se representan en azul y los efectores que pueden secretarse a través de
ambos SST3 se representan en purpura (Ramos-Morales 2012).

8.3. Interaccion Salmonella-amebas

Aunque Salmonella es un patdgeno intracelular facultativo, pasa una parte

significativa de su ciclo de vida en el medio ambiente compartiendo su habitat con una

variedad de protozoos depredadores, incluyendo a las amebas. Estos organismos se



alimentan principalmente de bacterias y hongos mediante fagocitosis y la digestion se
produce dentro de fagolisosomas. Para escapar de esta depredacion, muchas bacterias han
desarrollado mecanismos sofisticados para sobrevivir y replicarse intracelularmente en
amebas. Ademas, el nicho intracelular de las amebas protege a las bacterias de ciertas
condiciones ambientales adversas. Como resultado de este proceso, las amebas pueden
actuar como reservorios ambientales para la proliferacion y la transmision de bacterias
patogenas a animales y seres humanos. El estudio de las interacciones entre bacterias y
amebas ha ganado importancia desde que se descubrio que Legionella pneumophila se
replica dentro de Acanthamoeba polyphaga (Rowbotham 1980). Desde entonces, la
interaccion de L. pneumophila con amebas de vida libre se ha estudiado a fondo. De hecho,
se ha reportado que este patdogeno emplea un conjunto similar de genes para sobrevivir en
las amebas y en los macrofagos humanos (Gao et al. 1997; Segal and Shuman 1999).
También se ha reportado que bacterias como Escherichia coli, Mycobacterium avium,
Chlamydia pneumoniae, Listeria monocytogenes, Burkholderia cepacia y Pseudomonas
aeruginosa, entre otras, pueden sobrevivir o replicarse dentro de Acanthamoeba (Barker
et al. 1999; Cirillo et al. 1997; Essig et al. 1997; Ly and Muller 1990; Marolda et al. 1999;
Strassmann and Shu 2017). Uno de los primeros estudios sobre la interaccion de
Salmonella con amebas demostr6 que S. Typhimurium es capaz de sobrevivir
intracelularmente en Acanthamoeba polyphaga dentro de vesiculas (Gaze et al. 2003).
Esta observacion sugirié que las amebas pueden jugar un papel importante en la ecologia
de Salmonella en el medio ambiente. Posteriormente, diversos estudios establecieron que
diferentes serovares de Salmonella pueden interactuar y sobrevivir dentro de una variedad
de amebas, incluyendo distintas especies de Acanthamoeba, Tetramitus, Naegleria y

Hartmannella (Bleasdale et al. 2009; Feng et al. 2009; Tezcan-Merdol et al. 2004;



Wildschutte and Lawrence 2007; Wildschutte et al. 2004). En unos pocos casos, los
autores informaron que algunas amebas pueden diferenciar entre serovares de Salmonella
(Tezcan-Merdol et al. 2004; Wildschutte et al. 2004) y que su internalizacién se asocia

con efectos citotoxicos (Feng et al. 2009; Tezcan-Merdol et al. 2004).

En cuanto a otras amebas, Dictyostelium discoideum es una ameba ambiental
susceptible a la invasion de bacterias patégenas que comunmente infectan hospederos
animales. Este organismo es facil de cultivar en el laboratorio y en ¢l se pueden aplicar
distintas técnicas de biologia celular, genética y bioquimica, permitiendo que sea
ampliamente usado como hospedero modelo para estudiar la interaccion entre amebas y
bacterias patogenas (Bozzaro and Eichinger 2011; Steinert 2011). Al ser un fagocito
profesional, puede ser infectado por distintas bacterias, comprobandose que diferentes
factores de virulencia relevantes para la infeccion en mamiferos también son importantes
para su interaccion con esta ameba (Bozzaro and Eichinger 2011; Steinert 2011). Respecto
a su relacion con Sal/monella, inicialmente se describié que S. Typhimurium no era capaz
de sobrevivir en esta ameba (Skriwan et al. 2002). Posteriormente, se informé que
mutantes de D. discoideum en las que se inactivan genes relacionados con el proceso de
autofagia permiten la supervivencia y replicacion intracelular de S. Typhimurium,
sugiriendo que la autofagia es un mecanismo de defensa contra este patdégeno (Jia et al.
2009). Un estudio mas reciente demostr6 que S. Typhimurium es patégeno para
Dictyostelium y altera la respuesta de autofagia de la ameba (Sillo et al. 2011). Ademas,
la virulencia de Salmomnella sobre Dictyostelium dependia de las condiciones de
crecimiento de las bacterias (Sillo et al. 2011). Por lo tanto, Dictyostelium es ahora

considerado como un modelo adecuado para estudiar la interaccion Salmonella-amebas



Sorprendentemente, sélo unos pocos estudios se han realizado con el fin de
comprender los mecanismos moleculares empleados por Sal/monella para interactuar y
sobrevivir dentro de amebas. En uno de estos estudios, se evaluaron los efectos del
plasmido de virulencia de Salmonella (SVP) y de HilA, un regulador de la expresion de
genes de la SPI-1, sobre la replicacion, supervivencia y citotoxicidad de S. Dublin sobre
Acanthamoeba rhysodes (Tezcan-Merdol et al. 2004). Los autores comprobaron que tanto
la SPI-1 como el SVP son importantes para la replicacion, supervivencia intracelular y
citotoxicidad de S. Dublin en 4. rhysodes durante una incubacion prolongada (Tezcan-
Merdol et al. 2004). Un segundo estudio evalud el papel desempefiado por SPI-1, SPI-2 y
el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ (que regula la expresion de muchos genes de
virulencia en Salmonella, incluyendo algunos localizados en SPI-1 y SPI-2) en la
supervivencia intracelular de S. Typhimurium en 4. polyphaga (Bleasdale et al. 2009).
Los resultados de este estudio demostraron que PhoP/PhoQ y SPI-2 son esenciales para la
supervivencia de S. Typhimurium en esta ameba de vida libre. En contraste, SPI-1
demostrd ser prescindible para este proceso (Bleasdale et al. 2009). Por otro lado, en
nuestro laboratorio se ha evaluado el rol de distintos factores de virulencia de
S. Typhimurium en su interaccion con esta ameba. En estos trabajos se ha reportado que
los SST3spi-1 y SST3sp12, ademas del sistema de translocacion de proteinas twin-arginine
translocation (TAT), contribuyen en la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en
D. discoideum (Riquelme et al. 2016; Urrutia et al. 2018). Estas observaciones indican
que los genes implicados en la interaccion de Salmonella con células hospederas también
son necesarios para su interaccion con amebas de vida libre. Ademas, sugieren
fuertemente que S. Typhimurium utiliza un conjunto comun de genes para sobrevivir

dentro de amebas y macrofagos.



Ademas de los estudios mencionados, se han realizado estudios sobre el perfil de
expresion de genes de Salmonella dentro de amebas. En uno de ellos se investig6 el perfil
transcripcional de S. Choleraesuis dentro de A. rhysodes y se identificaron genes
expresados diferencialmente entre bacterias intracelulares y extracelulares (en diferentes
momentos después de la infeccion) mediante hibridaciones de RNA en microarrays y
qRT-PCR (Feng et al. 2009). Los resultados de este estudio indican que genes codificados
en SPI-1, SPI-4 y SPI-5 se expresaron en niveles superiores a 12 h post infeccion que a 2
y 8 h post infeccion, mientras que genes codificados en SPI-2, SPI-3, SPI-9 y SPI-11 se
expresaron en un nivel superior a 2 h post infeccion que a 8 y 12 h post infeccion. Estos
patrones de expresion sugieren papeles temporales para los diferentes genes durante la
interaccion de Salmonella con amebas (Feng et al. 2009). Mas recientemente, el perfil
transcripcional de S. Typhimurium se ha estudiado cuando la bacteria reside dentro de
fagosomas del protozoo Tetrahymena (Rehfuss et al. 2011). Cabe destacar que muchos
genes necesarios para la supervivencia y proliferacion de Salmonella dentro de
macrofagos y células epiteliales humanas mostraron un aumento de su expresion en
Tetrahymena. Estos incluyen genes regulados por PhoP/PhoQ, como pagC, pagK, virk,
mgtBy mgtC, y genes que codifican componentes del SST3sp12 y algunos de los efectores
secretados a través de €l, entre otros. En conjunto, las observaciones de estos analisis
transcriptomicos refuerzan la idea que Sa/monella requiere un conjunto comin de genes

para sobrevivir intracelularmente en protozoos y macrofagos.

Respecto a los roles que cumplen estos dos tipos de células fagociticas, protozoos
y macrofagos, es importante destacar que los macréfagos fagocitan bacterias dentro de

organismos hospederos. De esta forma, pueden convertirse en reservorios de bacterias
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patogenas intracelulares como Salmonella, actuando como vectores de diseminacioén
sistémica en el organismo. Este es el caso de la fiebre tifoidea causada por S. Typhi en el
hospedero humano. Por su parte, los protozoos fagocitan bacterias en el medio ambiente,
pudiendo servir como reservorios de bacterias patogenas intracelulares y, de esta manera,
transformarse en vectores de diseminacion ambiental. Si bien se ha estudiado ampliamente
los mecanismos moleculares implicados en la supervivencia intracelular de Salmonella en
macrofagos, hay pocos estudios en cuanto a la interaccidn y mecanismos de supervivencia

de Salmonella en protozoos.

8.4. Autofagia

La autofagia es un proceso celular altamente conservado en el que componentes
citoplasmaticos son degradados en lisosomas. Este proceso involucra una compleja
interaccion de mas de 36 proteinas que fueron caracterizadas inicialmente en levaduras y
que se denominaron proteinas Atg (Autophagy), las que funcionan de manera coordinada
para encapsular material citoplasmatico en una vesicula de doble membrana llamada
“autofagosoma”, la cual se fusiona con los lisosomas para formar “autolisosomas”. De
esta manera, la autofagia es usada por las células para reciclar componentes
citoplasmaticos y generar energia bajo condiciones de estrés. Ademads, funciona como un
mecanismo de control de calidad, eliminando agregados de proteinas (agrefagia) y
organélos dafiados, como mitocondrias (mitofagia), ribosomas (ribofagia) y peroxisomas
(peroxifagia), entre otros, con el fin de mantener la homeostasis celular (Feng et al. 2014).
Interesantemente, se ha demostrado que las células también utilizan la autofagia para la

eliminacion de patdgenos intracelulares (xenofagia) (Cemma and Brumell 2012).
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Hoy en dia, el proceso de autofagia se puede categorizar en tres grandes grupos
segin como el lisosoma degrada el material intracelular. (1) En primer lugar se encuentra
la “macroautofagia”, comunmente referida como ‘‘autofagia”, que involucra un
reordenamiento dinamico de membranas que implica el secuestro de proteinas, organelos
y citoplasma en vesiculas citosolicas de doble membrana. Estas vesiculas son llamadas
“autofagosomas” y se forman a partir de una estructura pre-autofagosomal llamada
“fagoforo” (Figura 3). A diferencia de la degradacion proteosomal, la autofagia implica
la fusion de estructuras vacuolares, donde el autofagosoma se fusiona con el lisosoma y
el contenido intravesicular es liberado hacia el lumen lisosomal, degraddndose por medio
de las proteasas lisosomales (Mizushima and Klionsky 2007; Yorimitsu and Klionsky
2005). Por otro lado, (2) en la “microautofagia” es el lisosoma quien engloba directamente
los diferentes blancos a degradar (proteinas y organelos) sin la necesidad de estar
contenidos en vacuolas (Todde et al. 2009; Y orimitsu and Klionsky 2005). Por ultimo, (3)
en la “autofagia mediada por chaperonas”, la proteina chaperona Hsc70 forma un
complejo con proteinas blanco a degradar. Esto permite dirigir dicho complejo hacia el
lisosoma, donde la proteina lisosomal Lamp2A sirve como un adaptador y receptor,
permitiendo el ingreso de las proteinas blanco al lisosoma para su degradacion (Majeski

and Dice 2004; Massey et al. 2006).

El mecanismo autofagico mejor descrito es la macroautofagia que ocurre en
mamiferos (Figura 3). Este proceso se inicia con la nucleacion y maduracion del fagoforo,
compartimento de doble membrana que posteriormente contendrd material citoplasmatico
generando el autofagosoma. La induccion de la autofagia requiere un cambio en el estado

de fosforilacion de ULK1, Atgl3 y otras proteinas como FIP200 (Figura 3) (Kaur and
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Debnath 2015), las cuales forman el complejo de preiniciacion activo (complejo PAS), el
cual controla la activacion del complejo de iniciacion formado por Vps34, Vpsls,
Beclin 1, Ambra 1, Atgl4 (o UVRAG) y BIF1 (Figura 3). Vps34 corresponde a un
complejo fosfatidilinositol-3 quinasa de tipo 3 (PI3K de tipo 3) encargado de generar
fosfatidilinositol-3-fosfato, lo que inicia la elongacion y nucleacion de la doble membrana
que va a formar los autofagosomas (Kaur and Debnath 2015). Dos sistemas de
conjugacion similares al sistema de ubiquitinacion son parte del proceso de elongacion de
la vesicula (Figura 3) (Kaur and Debnath 2015). Por un lado, se requiere del sistema de
conjugacion Atgl2 que permite la union covalente de Atgl2 a Atg5 con la ayuda de Atg7
y Atgl0, enzimas tipo E1 ligasa y E2 ligasa, respectivamente. El conjugado Atgl2-Atg5
interactua no covalentemente con Atg16L1 formando un complejo que puede actuar como
ligasa tipo E3 para promover la segunda reaccion de conjugacion. Esta segunda reaccion
de conjugacion es llevada a cabo por el sistema de conjugacion de LC3 (o Atg8 en
levaduras) e involucra la adicion de fosfatidiletanolamina (PE) a LC3 por la accion
secuencial de las proteasas Atg4, Atg7 y Atg3. La conjugacion de PE convierte a LC3-1
en LC3-II, lo que le permite quedar anclada a la membrana del fagoforo. Durante la
expansion del fagoforo, se cree que el complejo Atg9-Atg2-WIPI1 y/o WIPI2 tendria el
rol de proporcionar nuevas membranas al fagoforo creciente, permitiendo ciclar a Atg9
entre el sitio de expansion y el sitio dador de membrana. Una vez que el autofagosoma
estd completo, las proteinas Atg que estan asociadas al fagoforo son liberadas al
citoplasma y reutilizadas para la biogénesis de nuevas vesiculas (Figura 3) (Kaur and
Debnath 2015). Los autofagosomas maduran por la fusion con los lisosomas, para crear
los autofagolisosomas, donde la membrana interna y el contenido es degradado por las

enzimas lisosomales (Figura 3) (Kaur and Debnath 2015).
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Figura 3. Maquinaria molecular del proceso de autofagia. En la macroautofagia, la
etapa de iniciacion comienza con la formacion del sitio de ensamblaje del fagdforo (PAS).
Esto estd mediado por el complejo ULK (ULKI, ATGI13, FIP200 y ATGI101). La
nucleacion adicional requiere el complejo PI3K de tipo 3 (VPS34, ATG14L, VPS15 y
Beclin 1). La elongacion del fagoforo y la maduracion del autofagosoma requieren dos
vias de conjugacion tipo ubiquitina. El primero produce el conjugado ATG5-ATG12, que
forma un complejo multimérico con ATG16L, mientras que el segundo produce la
conjugacion de fosfatidiletanolamina (PE) a LC3. LC3 conjugado con PE (LC3-PE o
LC3-II) es necesario para la expansion de las membranas autofagicas y su capacidad para
reconocer material citoplasmatico y la fusion de los autofagosomas con lisosomas, lo que
finalmente conduce a la formacion del autolisosoma para degradar el material contenido
y ser reciclado por la célula. Por otro lado, en la microautofagia el lisosoma es quien
engloba directamente los diferentes blancos a degradar mientras que en la autofagia
mediada por chaperonas, la proteina chaperona Hsc70 forma un complejo con los blancos
para luego ser llevados al lisosoma para ser degradados (Kaur and Debnath 2015).

Hasta la fecha, LC3 es la proteina mas usada para estudiar autofagia, siendo
considerada cldsicamente como un marcador de autofagosomas (Klionsky et al. 2016),
debido a que permanece anclada a la membrana de este compartimento durante gran parte
del proceso autofagico. Como se ha mencionado, una vez que se ha activado la autofagia
se inicia una serie de reacciones de conjugacion que derivan en la adicion de PE a LC3
(LC3-II). Esto le permite anclarse a la membrana del autofagosoma, permaneciendo unido

a este compartimento hasta su fusion con los lisosomas (Fiillgrabe et al. 2014). En base a

lo anterior, los estudios clasicos de autofagia acostumbran determinar mediante western
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blot la presencia de esta proteina, tanto en su forma no lipidada (LC3-I) como en su forma

lipidada (LC3-II) (Klionsky et al. 2016).

En cuanto a la regulacion de la autofagia, este proceso esta finamente regulado por
distintas vias de sefializacion intracelular, siendo clave el rol que cumple mTOR sobre
este proceso. mTOR es una serina/treonina quinasa que puede formar parte de dos
complejos. El primer complejo, mMTORCI, estd compuesto por mTOR, Raptor, GbL y
DEPTOR, mientras que el segundo complejo, mTORC?2, estd compuesto por mTOR,
Rictor, GbL, Sin, PRR5/Proctor-1 y DEPTOR. mTORCI1 regula las vias que coordinan el
balance entre el crecimiento celular y la autofagia en respuesta al estado nutricional,
factores de crecimiento y sefiales de estrés. En mamiferos, mTORCI regula
negativamente la autofagia ya que al estar activo hiper fosforila a ULK 1/2 y Atgl3, lo
que inhibe la actividad quinasa de ULK 1/2 impidiendo el inicio de la autofagia (Figura 4)
(Jung et al. 2010). Cuando mTORCI1 es inhibido no ocurre la fosforilacién sobre ULK 1/2,
lo que permite que este ultimo fosforile a Atgl3, FIP200 y a si mismo, provocando la

activacion de la maquinaria autofagica (Jung et al. 2010).

El control de la autofagia se puede llevar a cabo actuado a nivel del complejo
TSC 1/2, el cual actlia como una proteina activadora de GTPasas para RHEB, siendo esta
proteina la que activaa mTORCI llevando a la inhibicion de la autofagia (Figura 4). Otro
regulador importante de la autofagia es la proteina quinasa activada por AMP (AMPK).
Cuando existen bajos niveles de energia (ATP), causados por condiciones de estrés o en
escasez de nutrientes, ocurre un aumento en la relacion AMP/ATP, lo que deriva en la

activacion de AMPK. AMPK activa fosforilando directamente a proteinas como TSC 1/2,
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IRS1, Raptor y ULK1 (Figura 4), afectando al proceso de autofagia (Hirao and Hoshii
2013). Asi, AMPK puede tener una accion indirecta sobre mTORCI1 activando al
complejo TSC 1/2 (Inoki et al. 2003), o puede inhibirlo directamente fosforilando a

Raptor, lo que finalmente conduce a la activacion de la autofagia (Hirao and Hoshii 2013).
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Figura 4. Vias de sefalizacion intracelular que regulan la autofagia. El blanco de la
rapamicina (mMTORC1) es el principal complejo de control para la autofagia. Una amplia
gama de senales, como factores de crecimiento y aminoacidos, regulan a mTORCI1 al
inhibir el complejo de esclerosis Tuberosa 1 y 2 (TSC 1/2), evitando asi el efecto
inhibitorio de TSC 1/2 en el homo6logo de Ras enriquecido en el cerebro (RHEB), que
posteriormente activa a mTORCI. Por su parte, la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) también inhibe a mTORCI] a través de la inhibicion de la proteina reguladora
asociada de mTOR (Raptor). En condiciones normales con disponibilidad de nutrientes,
mTORCI suprime la autofagia mediando la inhibicion dependiente de la fosforilacion de
Unc-51 como la quinasa activadora de autofagia (ULKI1). La activacion de ULKI1
promueve el inicio de la autofagia y la maduracioén del autofagosoma. Por otro lado, la
proteina quinasa B (PKB/AKT) y la proteina quinasa activada por mitogeno (ERK)
también cumplen un rol importante rio arriba de mTORCI inhibiendo al complejo TSC
1/2 y generando posteriormente la activacion de mTORCI1. Modificado de (Paquette et al.
2018).
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Por otro lado, en respuesta a factores de crecimiento se pueden activar distintas
vias, como la via PI3K-AKT, generando la inactivacion del complejo TSC 1/2, el cual
actua como una proteina activadora de GTPasas para RHEB, siendo esta proteina la que
activa a mTORCI1 llevando a la inhibicion de la autofagia (Figura 4). El complejo
TSC 1/2 también puede ser regulado por otras quinasas, como ERK1/2, cuya accion
también lleva a una inactivacion del proceso autofagico (Figura 4) (Helgason et al. 2013).
Para esto, la sefializacion de Ras cumple un rol importante en la regulacion de la autofagia,
ya que puede inhibir la autofagia activando una de las vias de las MAPK
(Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2), aunque también se ha visto una comunicacion cruzada con
la via PI3K-AKT, donde Ras contribuye en el reclutamiento de PI3K a la membrana,
generando la activacion de AKT, inhibiendo asi a TSC 1/2 para posteriormente activar a
mTORCI a través de RHEB y finalmente inactivar la autofagia (Figura 4) (Paquette et

al. 2018; Wang et al. 2009).

8.5. Autofagia en Dictyostelium discoideum

Cabe destacar que la ameba Dictyostelium discoideum es un buen modelo para
estudiar numerosos procesos fisioldgicos, incluida la autofagia. Se ha demostrado que en
este organismo ocurre un proceso muy similar al de mamiferos, identificandose ortélogos
para todas las proteinas esenciales relacionadas con la maquinaria autofagica. De hecho,
esta ameba posee proteinas de los complejos Atgl, PI3K de tipo 3 y de los 2 sistemas de
conjugacion (Calvo-Garrido et al. 2011), ademas de contar con muchas de las proteinas

centrales en las vias de sefalizacion que regulan este proceso, como AKT, AMPK,
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mTORCI1 y ERK (Calvo-Garrido et al. 2010; Calvo-Garrido et al. 2014; Francione et al.

2009; Hadwiger and Nguyen 2011; Nguyen et al. 2010).

En los ultimos afios se han implementado con éxito muchas técnicas para estudiar
el proceso de la autofagia en Dictyostelium, evaludndose tanto el estado autofagico de la
célula como la progresion desde los autofagosomas hasta su fusion con los lisosomas,
proceso que se conoce como “flujo autofagico”. En el caso especifico de Dictyostelium,
para marcar los autofagosomas se puede expresar el marcador de autofagia LC3 fusionado
a proteinas fluorescentes, las cuales permiten evaluar el estado autofagico de la célula
mediante el uso de microscopia confocal. Por ejemplo, la proteina de fusiéon GFP-LC3
permite marcar los autofagosomas desde su elongacion hasta su degradacion (Otto et al.

2003).

Asimismo, en esta ameba se han logrado implementar un par de técnicas para
monitorear el flujo autofagico. Se ha desarrollado una técnica que permite seguir la
progresion de la autofagia mediante la visualizacion del marcador RFP-GFP-LC3. Cuando
este marcador se encuentra en los lisosomas, el ambiente acido de este organelo apaga la
fluorescencia de GFP (su fluorescencia es mas sensible al pH acido), mientras que la
fluorescencia de RFP se preserva por mas tiempo. De esta forma, al analizarse esta sefial
por microscopia confocal y detectarse so6lo la sefial roja, se evidencia la acidificacion del
autofagosoma por su fusioén con los lisosomas (Calvo-Garrido et al. 2011). La segunda
técnica, utiliza una mezcla de inhibidores de proteasas en altas concentraciones para
inhibir las enzimas degradativas de los lisosomas y asi bloquear la autofagia (Cardenal-

Muiioz et al. 2017). De esta manera, mediante microscopia confocal, podremos comparar
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una cepa de Dictyostelium que expresa el marcador GFP-LC3 cuando es tratada con la
mezcla de inhibidores de proteasas versus cuando no es tratada. Al igual que el criterio de
utilizar cloroquina en células de mamifero, si aumenta el nimero de autofagosomas al
utilizar los inhibidores significa que la autofagia es activa, lo que implica que los

autofagosomas se fusionan finalmente con los lisosomas (Cardenal-Muioz et al. 2017).

8.6. Autofagia como mecanismo de defensa contra patégenos

La autofagia cumple un papel destacado en la defensa celular contra patégenos
invasores, ya que mediante este proceso las células pueden eliminar distintos patégenos y
controlar su replicacion intracelular (Levine and Deretic 2007; Jia et al. 2009; Yuk et al.
2012). En particular, al proceso de degradacion de patégenos intracelulares como virus,
parasitos y bacterias mediante autofagia se le conoce como “xenofagia”. En el caso de la
autofagia antibacteriana, los autofagosomas pueden capturar tanto bacterias que estan
libres en el citosol como bacterias que residen dentro de compartimentos membranosos

como la VCS (Levine and Deretic 2007).

Se han reportado numerosos estudios donde se demuestra que al infectar células
epiteliales y macrofagos con bacterias como S. Typhimurium, estreptococos del grupo A,
Shigella flexneri, Mycobacterium tuberculosis y Toxoplasma gondii, se genera un
aumento en la respuesta autofagica de las células (Gutiérrez et al. 2004; Orvedahl and
Levine 2009). Incluso, se ha reportado que D. discoideum utiliza la autofagia como
mecanismo de defensa contra S. Typhimurium (Deretic et al. 2013; Virgin and Levine

2009).
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Con respecto a los mecanismos moleculares asociados a este proceso, se ha
reportado que un grupo de adaptadores de autofagia conocidos como SLRs (secuestroma 1
o receptores tipo p62) permiten eliminar microorganismos intracelulares por medio de la
autofagia, contribuyendo en el control de patégenos intracelulares como Mycobacterium,
Salmonella, Listeria y Shigella (Deretic 2012). Los SLRs reconocen marcadores
moleculares (como la ubiquitina, galectina y fosfolipidos de membrana modificados)
presentes en los microorganismos invasores o en membranas dafiadas de la célula
hospedera que estan asociados con el patdgeno y que reclutan fisicamente la maquinaria
autofagica (Dupont et al. 2009; Shahnazari et al. 2010; Thurston et al. 2009; Thurston et

al. 2012; Wild et al. 2011).

Como mecanismo de defensa antibacteriana, la autofagia puede actuar contra
Salmonella de dos maneras. Mientras que la mayoria de las bacterias estan contenidas
dentro de la VCS, una pequena poblacion de Salmonella se escapa de esta vacuola y puede
proliferar activamente en el citosol. Estas bacterias citosoélicas no pasan desapercibidas, y
son marcadas con ubiquitina poco después de su liberacion de la VCS. La ubiquitinacién
conduce al reclutamiento de una variedad de adaptadores de autofagia que incluyen p62,
NDP52 y optineurina (OPTN) (Mostowy 2013), que se unen a las bacterias ubiquitinadas
a través de un dominio de ubiquitina (Ub) y vincula a los autofagosomas a través de su
interaccion con LC3. Una vez que las bacterias son contenidas en un autofagosoma, éstas
son eliminadas en el ambiente hidrolitico producido por la fusién del autofagosoma con
el lisosoma (Mostowy 2013). La segunda forma en que Sa/monella es eliminada por la

autofagia consiste en el reconocimiento de una VCS danada por la actividad del SST3spi-1.
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En este caso, Salmonella no necesita estar libre en el citosol para que ocurra la captura y
degradacion autofagica (Birmingham et al. 2006). La perforacion de la membrana de la
VCS por el SST3spi-1 conduce al reclutamiento de galectinas citosoélicas, incluida la
galectina-8, que sirven como monitores de la integridad del endolisosoma (Thurston et al.
2009; Wild et al. 2011; Zheng et al. 2009). La VCS marcada con galectina-8 recluta a la
ubiquitina ligasa y a NDP52 en la membrana, marcando asi estos compartimentos para la
eliminacion autofagica. Por su parte, los receptor de la autofagia NDP52 y TAX1BP1
también se unen a distintos compartimentos en células infectadas con Salmonella, 1o que
es requerido para la activacion de la autofagia y la eliminacion de esta bacteria patdgena

(Cemma et al. 2011; Tumbarello et al. 2015).

8.7. Efectores de Salmonella que modularian la autofagia en la célula hospedera

Notablemente, los patdégenos intracelulares han desarrollado herramientas durante
la evolucidn para tomar control de etapas especificas de distintos procesos fisioldgicos
con el fin de sobrevivir y replicarse dentro de la célula hospedera. Algunos de estos
factores podrian modular el proceso de autofagia de la célula hospedera. Por ejemplo, el
factor de virulencia SopB es una proteina efectora secretada por el SST3spr1 de
S. Typhimurium que es ubiquitinada poco después de ser secretada en células
embrionarias de raton (MEF), sefial que es reconocida por la célula hospedera para su
entrega a compartimientos vesiculares internos y su posterior eliminacién (Ruan et al.
2014). Ademas, uno de los principales blancos de SopB en células mamiferas es AKT,
una serina/treonina quinasa que tanto en mamiferos como en Dictyostelium cumple un rol

importante en funciones como supervivencia celular, inducciéon del anabolismo e
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inhibicién indirecta de la autofagia, regulando positivamente a TORC1 (Bhaskar and Hay
2007; Cooper et al. 2011; Furse et al. 2015; Meili et al. 2000). Otras bacterias patogenas
como Mycobacteriumy Listeria también tienen como blanco a AKT en células epiteliales,
sugiriendo que la modulacion de la actividad de esta proteina quinasa es importante para
establecer la infeccion (Mansell et al. 2001; Yang et al. 2018). SopB es un factor de
virulencia con actividad fosfatidil inositol fosfatasa, actividad necesaria para aumentar en
la membrana celular los niveles de PI(3,4)P> y PI(3.,4,5)P3 en desmedro de PI(4,5)P2
(Mallo et al. 2008). Por otra parte, el dominio PH de la proteina AKT se une con alta
afinidad a fosfoinositidos que presentan grupos fosfato en posicion 3' del grupo inositol,
como PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3 (Cooper et al. 2011; Furse et al. 2015). Esto concuerda con
observaciones que sugieren que SopB de S. Typhimurium puede activar la proteina AKT
en células HeLa (Cooper et al. 2011; Furse et al. 2015; Roppenser et al. 2013). Finalmente,
SopB también puede reclutar hacia la VCS a la proteina Vps34, una PI3K de tipo 3 de la
célula hospedera que participa en la iniciacion de la autofagia. Esto lo hace a través de
Rab5, con la finalidad de mantener y reparar la VCS (Mallo et al. 2008). En conjunto,
estos antecedentes sugieren fuertemente que el efector SopB de S. Typhimurium es capaz

de tomar control del proceso de autofagia de la célula hospedera.

Por otro lado, el factor de virulencia SptP de S. Typhimurium es una proteina
efectora secretada por el SST3spi.1 que presenta dos dominios funcionales. El dominio
GAP en el N-terminal actia durante la entrada del patogeno a la célula hospedera mediante
la inactivacion de Cdc42. Esto genera cambios en el ordenamiento del citoesqueleto de
actina de la célula hospedera que facilitan la internalizacion de la bacteria (Fu and Galan

1998). Por su parte, el dominio C-terminal de SptP presenta actividad tirosina fosfatasa,
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del cual se ha reportado que funciona tardiamente en el proceso de entrada del patogeno,
cuando se encuentra dentro de endosomas (Humphreys et al. 2009). También se ha
demostrado que SptP de S. Typhimurium puede inactivar la via MAPK en células
epiteliales HeLa y Henle 407, mientras que YopH de Yersinia enterocolitica, una proteina
homologa a SptP, puede inactivar la proteina AKT en la linea de macrofagos murinos
J774-A1 (Murli et al. 2001; Sauvonnet et al. 2002). Considerando que tanto la via de las
MAPK como la via PI3K-AKT regulan directa o indirectamente el inicio de la autofagia,
es razonable pensar que el efector SptP de S. Typhimurium podria tomar control de la

autofagia durante la infeccion.

Finalmente, S. Typhimurium tiene una proteina no caracterizada llamada PphB
que se encuentra codificada en un gen localizado en la vecindad de la SPI-1. PphB es una
serina/treonina fosfatasa hipotética que presenta un 40% de identidad aminoacidica con la
proteina fosfatasa de tipo 2 Humana (PP2A). Datos reportados con la proteina PP2A
humana han demostrado que esta fosfatasa participa en la modulacién de procesos
biologicos mediante la activacion de MAPK. Esto lo hace manteniendo desfosforilado el
residuo S259, previniendo la formacion del complejo inactivo Raf-1/14-3-3 (Abraham et

al. 2000).

En conjunto, los antecedentes presentados destacan la relevancia de las proteinas
SopB, SptP y PphB durante la infeccion de S. Typhimurium. Ademas, sugieren que esta
bacteria ha desarrollado distintos mecanismos de subversion de la célula hospedera para

modular la autofagia con el fin de asegurar su supervivencia intracelular.
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8.8. Propuesta de investigacion

A pesar que Salmonella pasa una parte importante de su ciclo de vida interactuando
con amebas, no se han realizado estudios con la finalidad de comprender los mecanismos
moleculares utilizados por este patdogeno para sobrevivir dentro de dichos organismos.
Cabe mencionar que este tipo de estudios permite obtener conocimientos sobre la
evolucién de la propia patogenicidad de Salmonella, ya que esta bacteria probablemente
adquirié la capacidad de sobrevivir dentro de las células eucariontes a partir de su
interaccion con protozoos ambientales, como las amebas. De esta forma, surge el interés
de determinar si proteinas de tipo fosfatidil inositol fosfatasa, tirosina fosfatasa y
serina/treonina fosfatasa como SopB, SptP y PphB respectivamente, cumplen algin rol en
la modulaciéon del proceso de autofagia en macroéfagos murinos y en la ameba
D. discoideum. El andlisis de los resultados referentes a alteraciones de la autofagia y su
relacion con cambios en la supervivencia intracelular de Salmonella en macréfagos y
D. discoideum también podrian explicar distintos aspectos de la relacion de esta bacteria

con otras células hospederas de mamiferos.
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9. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

9.1 Hipaotesis

A partir de los antecedentes presentados, se propone la siguiente hipotesis de trabajo:

“Los factores de virulencia SopB, SptP y PphB modulan el proceso de autofagia,

favoreciendo la supervivencia intracelular de Salmonella enterica serovar Typhimurium

en la ameba Dictyostelium discoideum y en macrdéfagos murinos”.

9.2 Objetivo general

Determinar si los factores de virulencia SopB, SptP y PphB modulan el proceso de

autofagia contribuyendo en la supervivencia intracelular de Salmonella enterica serovar

Typhimurium en la ameba Dictyostelium discoideum y en macrofagos murinos.
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9.3 Objetivos especificos

1. Determinar si los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de Salmonella enterica
serovar Typhimurium contribuyen a la supervivencia intracelular del patégeno en la

ameba Dictyostelium discoideum.

2. Determinar si los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de Salmonella enterica
serovar Typhimurium contribuyen a la supervivencia intracelular del patégeno en

macrofagos murinos.

3. Determinar si los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de Salmonella enterica

serovar Typhimurium modulan el proceso de autofagia en la ameba Dictyostelium

discoideum.

4. Determinar si los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de Salmonella enterica

serovar Typhimurium modulan el proceso de autofagia en macréfagos murinos.

26



10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Reactivos

A continuacidn, se seialan los proveedores y los insumos adquiridos a partir de cada uno

de ellos para el desarrollo de esta tesis.

De Bio-Rad, Inc (CA, USA), se obtuvo: solucion 40% acrilamida/bis-acrilamida, leche

en polvo sin grasa para bloqueo de membranas (western blot).

De BIOTIUM (CA, USA), se obtuvo: tincion para acidos nucleicos GelRed.

De Becton, Dickinson and Company (MD, USA), se obtuvo: Bacto-Agar.

De Cell Signaling Technology, Inc (MA, USA), se obtuvo: anticuerpo primario rabbit
anti-pAKT(T308) (#9275), anticuerpo primario mouse anti-ERK1/2 (#9107), anticuerpo
primario rabbit anti-pERK1/2(T202 y Y204) (#4376), anticuerpo primario rabbit
anti-mTOR (#2972), anticuerpo primario rabbit anti-pmTOR(S2448) (#2971), anticuerpo
secundario mouse anti-IgG conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (#7076),
anticuerpo secundario rabbit anti-IgG conjugado con peroxidasa de rabano (HRP)

(#7074).
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De Corning, Inc (NY, USA), se obtuvo: buffer fosfato salino (PBS) 1x, suero fetal bovino
(SFB).
De Formedium, Ltd (United Kingdom), se obtuvo: medio HL5 suplementado con

vitaminas y microelementos.

De Gibco (NY, USA), se obtuvo: azul de tripan, Dulbecco's Modified Eagle Medium 1x

(DMEM).

De Ibidi GmbH (Germany), se obtuvo: placas p-Slide de 8 pocillos.

De IDT (10, USA), se obtuvo: oligonucleétidos partidores para PCR.

De Invitrogen Life Technologies (CA, USA), se obtuvo: 7ag DNA polimerasa y agarosa

ultrapura.

De Merck (NJ, USA), se obtuvo: cloruro de sodio, sulfato de magnesio heptahidratado
(MgS04-7H20), acido citrico monohidratado, acetato de sodio, glucosa, cloruro de
potasio, cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl2-6H20), glicerol, acido clorhidrico
fumante, isopropanol, acido acético glacial, hidréxido de sodio, etanol absoluto, fosfato
dipotasico trihidratado (KoHPO4-3H20), fosfato monopotasico (KH2POs4), sulfato de
amonio ((NH4)2SOs4), sulfato de potasio (K2SOs4), fosfato disodico (Na2HPO4), metanol,
peptona, extracto de levadura, buffer TAE 50x, membranas de PVDF Inmovilion-P, Triton
X-100, filtros Millipore con poros de 0,22 um de diametro, inhibidor de proteasas

“Mini-cOmplete EDTA-free” y el inhibidor de fosfo proteasas “PhosSTOP”.
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De New England Biolabs (Ipswich, MA, USA), se obtuvo: estdndar de peso molecular

de DNA de 1 Kb para electroforesis de acidos nucleicos.

De Promega (WI, USA), se obtuvo: desoxinucledtidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP,

dTTP) para PCR.

De Qiagen (CA, USA), se obtuvo: sistema comercial para purificacion de productos de
PCR “QIAquick PCR Purification Kit’ y sistema comercial para extraccion de DNA

plasmidial “QIAprep Spin Miniprep Kit”.

De Santa Cruz Biotechnology, Inc (TX, USA), se obtuvo: anticuerpo primario mouse

anti-AKT (sc-81434), anticuerpo primario mouse anti-GAPDH (sc-365062).

De Sigma Chemical Co. (MO, USA), se obtuvo: kanamicina, ampicilina, gentamicina,
estreptomicina, L-arabinosa, azul de bromofenol, acido -etilendiaminotetraacético
(EDTA), B-mercaptoetanol y sistema comercial para extraccion de DNA gendmico

“GenElute Bacterial Genomic DNA Kit”.

De Thermo Fisher Scientific (MA, USA), se obtuvo: solucién antibidtica/antimicdtica
100x, estandar de proteinas “PageRuler”, reactivo “Supersignal West-Femto”, reactivo de
extraccion de proteinas “7-PER” y sistemas comerciales para clonamiento “pBAD TOPO

TA Expression Kit”.
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De US Biological (Swampscott, MA, USA), se obtuvo: dodecil sulfato de sodio (SDS) y

Tris base.

10.2 Cepas bacterianas

Todas las cepas bacterianas utilizadas en esta tesis se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas usadas en esta tesis.

Cepas

Caracteristica / Genotipo

Origen / Referencia

Salmonella enterica serovar Typhimurium

plasmidio pFCcGi

WT Cepa silvestre 14028s Coleccion del laboratorio
AsopB 14028s AsopB::Kan Esta tesis
AsptP 14028s AsptP::Kan Esta tesis
ApphB 14028s ApphB::Kan Esta tesis
AphoN 14028s AphoN::Cat Coleccion del laboratorio
AaroA 14028s AaroA::kan Coleccion del laboratorio
14028s transformada con el plasmidio .
WT /pBAD pBAD-TOPO Esta tesis
14028s AsopB::Kan transformada con el .
AsopB / psopB plasmidio pPBAD-TOPO::sopB Esta tesis
14028s AsptP::Kan transformada con el .
AsptP | psptP plasmidio pPBAD-TOPO::sptP Esta tesis
14028s ApphB::Kan transformada con el .
ApphB | ppphB plasmidio pPBAD-TOPO::pphB Esta tesis
. 14028s AsopB::Kan transformada con el .
AsopB / pFCcGi plasmidio pFCcGi Esta tesis
. 14028s AsptP::Kan transformada con el .
AsptP | pFCcGi plasmidio pFCcGi Esta tesis
ApphB | pFCcGi 14028s AppgB::Kan transformada con el Esta tesis

Escherichia coli

endAl hsdR17 supE44 thi-1 recAl gyrA

del(lac)M15 A pir/pCLF4

DH5a relAl del(lac-argF)U169 deoR phi80 | Coleccion del laboratorio
del(lac)M15
endAl hsdR17 supE44 thi-1 recAl gyrd

DHS5a/pKD46 relA1 del(lac-argF)U169 deoR phi80 | Coleccion del laboratorio
del(lac)M 15/pKD46
endAl hsdR17 supE44 thi-1 recAl gyrd

DH5a A pir/pCLF4 relAl del(lac-argF)U169 deoR phi80 | Coleccion del laboratorio

Klebsiella aerogenes

DBS0305928

Cepa silvestre

Dicty Stock Center (DictyBase)
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10.3 Lineas celulares

Las distintas lineas celulares usadas en esta tesis se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Lineas celulares usadas en esta tesis.

Cepas ‘ Caracteristica / Genotipo | Origen / Referencia
Macréfagos
Linea de macrofagos murinos adherentes
RAW264.7 establecida desde un tumor inducido por el | European Collection of Cell
’ Virus de la Leucemia Murina de Abelson en un | Cultures (ECACC)
ratobn BALB/c
Linea de macrofagos transfectada con el
RAW264.7 EGFp-Lc3 | Plasmidio  pEGFP-LC3,  que permite la | p o o oo
expresion constitutiva del marcador de
autofagia LC3 fusionado a GFP
Amebas
L Cepa silvestre axénica (DictyBase ID
D. discoideum AX4 DBS0302402) (Knecht et al. 1986)

D. discoideum GFP-LC3

Cepa AX4 transformada con el plasmidio pTX,
que permite la expresion constitutiva del
marcador de autofagia LC3 fusionado a GFP

Dr. Ricardo Escalante
(Mesquita et al. 2013).

10.4 Plasmidios

Los distintos plasmidios usados en esta tesis se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Plasmidios usados en esta tesis.

Plasmidio Descripcion Origen / Referencia
bla PBAD gam bet exo oriRpSCI0I(TS), Amp®
pKD46 (GenBank AY048746) (Datsenko and Wanner 2000)
bla FRT aph FRT P1 P2 oriR6K, promotor T7, AmpR, ..
pCLF4 Kan® (GenBank EU629214) (Santiviago et al. 2009)
pBAD-TOPO | Vector comercial de expresion, Amp® Thermo Fisher Scientific
Vector pBAD-TOPO con el gen silvestre sopB de .
psopB S. Typhimurium 14028s clonado, Amp® Esta tesis
Vector pBAD-TOPO con el gen silvestre sptP de .
psptP S. Typhimurium 14028s clonado, Amp® Esta tesis
Vector pBAD-TOPO con el gen silvestre pphB de .
ppphB S. Typhimurium 14028s clonado, Amp® Esta tesis
Vector que contiene clonado el gen EGFP bajo el control
pFCcGi del promotor PBAD (inducible) y el gen mCherry bajo el | Figueira et al., 2013
control del promotor de rpsM (constitutivo), Amp®
GFP-LC3 Vector que expresa de forma constitutiva el marcador de | Ricardo Escalante Lab
P autofagia LC3 fusionado a GFP (Mesquita et al. 2013).
Vector que expresa de forma constitutiva el marcador de
pEGFP-LC3 autofagia LC3 fusionado a EGFP (Lee ctal. 2008)
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10.5 Partidores

Los distintos partidores usados en esta tesis se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Partidores usados en esta tesis.

Partidores Secuencia 5' - 3'

sopB_H1+P1 TAAAAACGCTATGCAAATACAGAGCTTCTATCACTCAGCTGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC
sopB_H2+P2 ACCTCAAGACTCAAGATGTGATTAATGAAGAAATGCCTTTCATATGAATATCCTCCTTAG
sopB_Out5 AGAGACAAAAGCGGCAAAAA

sopB_Out3 GGCATAAAGGGACAGCACAT

sptP_H1+P1 CTGCAGGAATATGCTAAAGTATGAGGAGAGAAAATTGAATGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC
sptP_H2+P2 TATGTTTTTATCAGCTTGCCGTCGTCATAAGCAACTGGGCCATATGAATATCCTCCTTAG
sptP_Out5 TGATATGTGTTCCGATGCGT

sptP_Out3 GGAATGTCAGCAGAAGAGAAAAA

pphB_H 1+P1 TAGGAACATCATGGAATTAATTCGTTATGCTGACATCAACGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC
pphB_H2+P2 TATTTCCAGATTACTTTATTTTAAAAAAAGACAGATTGCCCATATGAATATCCTCCTTAG

pphB_Out5 TCAATAAAGTGTTGCGCGAG
pphB_Out3 GCTGAAATGGGCAGAAAAAC
pBAD Fw ATGCCATAGCATTTTTATCC
pBAD Rv GATTTAATCTGTATCAGG

Las secuencias en negrita hibridan en regiones que flanquean el cassette de resistencia a
antibidtico del vector pCLF4.

10.6 Medios y condiciones de cultivo bacterianos

Las bacterias se cultivaron rutinariamente a 37°C (o a 30°C cuando contenian
plasmidios termosensibles) con agitacion en medio Luria-Bertani (LB; 10 g/L triptona,
5 g/L extracto de levadura, 5 g/LL NaCl). Cuando se requirio, el medio LB se suplement6
con kanamicina (Kan, 75 pg/mL) o ampicilina (Amp, 100 ug/mL) para seleccionar y/o
propagar bacterias transformantes o mutantes. Para los cultivos en medio s6lido, el medio
LB se suplement6 con Bacto-Agar (15 g/L) como gelificante. En general, los in6culos

bacterianos para los ensayos de infeccion en D. discoideum y macrofagos RAW264.7 se
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prepararon en medio LB (y medio LB suplementado con Amp en el caso de cepas
complementadas con plasmidios) y se incubaron durante al menos 12 h sin agitacion a

37°C.

10.7 Medios y condiciones de cultivo celular

10.7.1 Dictyostelium discoideum AX4

Las amebas se cultivaron inicialmente a 22°C sobre un césped de Klebsiella
aerogenes DBS0305928 crecido en placas de agar SM (10 g/L de glucosa; 10 g/L de
peptona; 1 g/L de extracto de levadura; 1 g/l de MgSO4-7H20; 1,9 g/l de KH2POs4;
0,6 g/L de K2HPO4; 20 g/ de Bacto-Agar; pH 6,4) y tratado con UV durante 10 min.
Posteriormente, las amebas obtenidas a partir de las placas de fagocitosis generadas en el
césped bacteriano crecido en el agar SM se cultivaron con agitacién a 22°C en medio
liquido HLS5 (14 g/L de triptona; 7 g/L de extracto de levadura; 14 g/L de glucosa; 0,35 g/L
de NaHPOs; 1,2 g/L de KH2PO4, pH 6,3) suplementado con estreptomicina
(Str, 300 pg/mL) y Amp (100 pg/mL). A partir del primer subcultivo, las amebas se
cultivaron en medio HL5 suplementado s6lo con Amp para finalmente obtener un cultivo
axénico a partir del tercer subcultivo. La concentracion celular de los subcultivos se
controld mediante tincién con azul de tripan y posterior recuento en camara de Neubauer.
Los subcultivos siempre se realizaron con células en fase de crecimiento exponencial
temprana (~1 - 2 x 10° células/mL). En los ensayos de infeccion siempre se utilizaron

amebas provenientes de entre el tercer y el sexto subcultivo.
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10.7.2 Dictyostelium discoideum AX4 GFP-LC3

Las amebas correspondientes a la cepa que expresa la proteinas fluorescente verde
fusionada con el marcador autofagico LC3 (GFP-LC3) se cultivaron inicialmente a 22°C
sobre un césped de K. aerogenes DBS0305928 crecido en placas de agar SM, esta vez sin
tratar las bacterias con luz UV. Posteriormente, las amebas obtenidas a partir de las placas
de fagocitosis generadas en el césped bacteriano crecido en el agar SM se cultivaron
adheridas en placas Petri, sin agitacion a 22°C en medio liquido HLS5 comercial
(Formedium), suplementando con una solucidon antibidtica/antimicética 100x (Thermo
Fisher Scientific) por 1 dia, para posteriormente suplementar los cultivos con G418
(10 pg/mL). El control de la adherencia y concentracion celular se realizd6 de manera
visual, observando las placas Petri al microscopio 6ptico, procurando subcultivar cuando
se alcanz6 una confluencia celular cercana al 80%. Los correspondientes subcultivos se
realizaron de la misma manera descrita para la cepa silvestre. Una vez alcanzada una
confluencia celular cercana al 80%, se resuspendieron las amebas con el fin estimar su
concentracion mediante tincion con azul de tripan y posterior recuento en camara de

Neubauer.

10.7.3 Macrofagos RAW264.7

Los macréfagos se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de SFB a
37°C con 5% de COz2, manteniendo los cultivos hasta una confluencia celular del 80% y
haciendo subcultivos lavando con PBS 1x y suspendiendo las células adheridas utilizando

una solucién de PBS con Tripsina-EDTA 1x. Posteriormente, la suspension de células se
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centrifug6 a 300 x g y se resuspendio en 1 mL de medio DMEM para volver a cultivar
200uL de esta suspension en 10 mL de medio DMEM. Para los ensayos de infeccion, la
concentracion celular de los cultivos se controld mediante tincidon con azul de tripan y

posterior recuento en camara de Neubauer.

10.7.4 Macroéfagos RAW264.7 EGFP-LC3

Los macréfagos RAW264.7 EGFP-LC3 corresponden a una linea transiente,
donde hubo que transfectar los macréfagos cada vez que se requirieron utilizar. Para esto,
se tripsinizaron los macrofagos obtenidos desde un cultivo en medio DMEM
suplementado con 10% de SFB a 37°C con 5% de CO2 para obtener una suspension celular
titulada mediante tincion con azul de tripan y recuento en camara de Neubauer.
Posteriormente, se sembraron ~2 x 10° células/pocillo en una placa u-Slide de 8 pocillos
(Ibidi GmbH). Al dia siguiente, se retir6 el medio de cultivo y se agregaron 400 puL de
Opti-MEM, un medio de cultivo ideal para transfecciones con lipidos catidnicos como

Lipofectamina o TransIt-LT1. En paralelo, se prepararon las siguientes mezclas:

Mezcla \ Opti-MEM  pEGFP-LC3  TransIT-LT1
1 50 uLb 800 ng/pocillo
2 50 uL 1,5 uL/pocillo

Las mezclas 1 y 2 se incubaron por 5 min a temperatura ambiente, para luego
juntarlas y generar la mezcla de transfeccion, la cual se incubd por 15 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se agregoé 100 uL de la mezcla de transfeccion a cada pocillo

con células en Opti-MEM vy se incubd por 16 h a 37°C con 5% de COa. Finalmente, se
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retird el Opti-MEM vy las células se incubaron en medio DMEM suplementado con 10%
de SFB a 37°C con 5% de COz por 2 h para restablecer los niveles de autofagia basales

antes de realizar los ensayos de infeccion.

10.8 Extraccion de DNA gendmico

El DNA gendmico de las distintas cepas derivadas de S. Typhimurium 14028s
(Tabla 1) se extrajo empleando el sistema comercial “GenElute Bacterial Genomic DNA
Kit” (Sigma) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Las cepas se cultivaron en medio
LB a 37°C con agitacion durante al menos 16 h. La elucién final del DNA se hizo en

100 puL de H20 libre de nucleasas y luego se almaceno a -20°C hasta su uso.

10.9 Extraccion de DNA plasmidial

Los distintos plasmidios utilizados en esta tesis (Tabla 3) se extrajeron desde sus
respectivas cepas portadoras (Tabla 1) usando el sistema comercial “QlAprep Spin
Miniprep Kit” (Qiagen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Para ello, las cepas
se cultivaron en medio LB suplementado con Amp (100 pg/mL) o Kan (75 pg/mL) segiin
el marcador de seleccion del plasmidio y fueron incubadas durante al menos 16 h con
agitacion a 37°C (o a 30°C en el caso de los plasmidios termosensibles como pKD46). En
la etapa final de la extraccion, el DNA plasmidial se eluyé en 50 uL. de H20 libre de

nucleasas y luego se almacen6 a 4°C hasta su uso.
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10.10 Construccion de cepas mutantes de S. Typhimurium con delecion de genes

especificos mediante el método Red-swap

10.10.1 Obtencion de productos de PCR para la generacion de las cepas mutantes

Las cepas S. Typhimurium AsopB, AsptP 'y ApphB (Figura 5y Tabla 1), fueron
construidas utilizando el método de intercambio alélico por recombinacion de productos
de PCR mediado por la recombinasa Red del fago A (Datsenko and Wanner 2000), con
modificaciones (Santiviago et al. 2009). Para generar estas cepas mutantes, se disefiaron
partidores (Tabla 4) que tienen 60 nucledtidos de largo total, cuyos extremos 5' contienen
40 nucleotidos idénticos a las regiones que flanquean el gen blanco a mutar, mientras que
los extremos 3' de los partidores contienen 20 nucleotidos que hibridan con los extremos
5’ 0 3’ de un cassette de resistencia a antibidtico flanqueado por sitios FRT (Fip
recombinase target sequence) presente en el plasmidio pCLF4 (Kan®, GenBank
EU629214, Tabla 3). Los cassettes de resistencia a antibiotico fueron amplificados
mediante PCR usando los partidores correspondientes bajo las siguientes condiciones de

reaccion y amplificacion:

Reaccién para PCR Programa de amplificacion

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final |Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
H:0 30,5 - 98 30s 1
Partidos H14P1 (10 uM) 5 1uM [ 30s
Partidos H2+P2 (10 uM) 5 1uM 60 30s 30
dNTPs (10 mM cada uno) 1 0.2 mM 72 2 min
MgClz (50 mM) 2 2mM 72 5 min 1
pDNA (pCLF4, 100 ng/uL) 1 2 ng/pL 10 o
Buffer PCR. (10x) 5 1x
Tag DNA polimerasa (5 U/uL) 0,5 250
Volumen final 50
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10.10.2 Preparacion de bacterias electrocompetentes y transformacion bacteriana

Para obtener bacterias electrocompetentes, se cultivd S. Typhimurium 14028s en
medio LB a 37°C con agitacion durante toda la noche. A partir de este cultivo, se realizo
una dilucion 1:100 en 20 mL del mismo medio y se cultivd a 37°C con agitacion hasta
alcanzar una ODsoonm de 0,4 - 0,6. Luego, las bacterias se centrifugaron a 9.200 x g durante
5 min a 4°C. El sobrenadante se descarto y el sedimento obtenido se resuspendié en 20 mL
de H20 miliQ estéril y fria. La suspension bacteriana se centrifugd nuevamente, se
descarto el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 20 mL de H2O miliQ estéril y
fria. Este proceso de centrifugacion y lavados se repitid 3 veces. Finalmente, el sedimento

se resuspendid en ~100 pL de H20 miliQ estéril y fria.

S. Typhimurium 14028s se transform6 con el plasmidio pKD46 (Tabla 3) por
electroporacion mediante la aplicacion de un pulso de 1.8 KV (usando un electroporador
“E. coli Pulser” Bio-Rad) sobre una mezcla de 80 ul. de la suspension de bacterias
electrocompetentes y 1 pL del plasmidio purificado (20 ng), la cual previamente se habia
incubado en hielo por 5 min. pKD46 es un plasmidio termosensible que tiene clonado los
genes que codifican las subunidades de la recombinasa Red del fago A bajo el control de
un promotor inducible por arabinosa (Paras4p), y que ademads otorga resistencia a Amp
como marcador de seleccion (Datsenko and Wanner 2000). Inmediatamente después de la
electroporacion, la suspension de bacterias se recuper6d agregando 1 mL de medio LB
fresco e incubando a 30°C con agitacion durante 1 h. Por ultimo, las bacterias se
sembraron sobre agar LB suplementado con Amp (100 pg/mL) y se incubaron a 30°C

toda la noche para seleccionar colonias transformantes.
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10.10.3 Mutagénesis por recombinacion de productos de PCR

Se cultivo la cepa S. Typhimurium 14028s tansformada con el plasmidio pKD46
en medio LB suplementado con Amp (100 pg/mL) y glucosa al 0,2% a 30°C durante toda
la noche. Al dia siguiente, las bacterias se subcultivaron a razén 1:100 en 20 mL de medio
LB fresco suplementado con Amp y se incubaron con agitacion a la misma temperatura
hasta alcanzar una ODeoonm de 0,4. En ese momento, el medio se suplementd con
L-arabinosa a una concentracion final de 10 mM para inducir la expresion del sistema de
recombinacion Red codificado en el plasmidio pKD46. Después de 1 h de incubacién a
30°C con agitacion, se prepararon bacterias electrocompetentes como se describio

anteriormente (ver seccion 10.10.2).

Un volumen de 80 pL de la suspension de bacterias electrocompetentes se mezclo
con 5 puL de producto PCR purificado obtenido a partir del plasmidio pCLF4 (ver seccion
10.10.1). La mezcla se incub6 durante 5 min en hielo y luego se realizo la transformacion
por electroporaciéon mediante la aplicacion de un pulso de 1.8 KV usando un
electroporador “E. coli Pulser” Bio-Rad. Las bacterias se recuperaron inmediatamente
después de la electroporacion en 1 mL de medio LB fresco, incubado a 37°C (temperatura
restrictiva para la replicacion del plasmidio pKD46) con agitacion durante 1 h. Las
colonias mutantes se seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con Kan

(75 ng/mL) e incubado a 37°C durante toda la noche.
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10.10.4 Comprobacion de las colonias mutantes mediante PCR

La correcta construccion de todas las mutantes derivadas de S. Typhimurium
14028s se verificod mediante PCR de colonias utilizando partidores especificos para cada
mutante a obtener (Tabla 4). Se usaron partidores “Out” que hibridan en regiones
externas, rio arriba y rio abajo de cada gen para verificar la correcta insercion del cassette
de resistencia a antibidtico en el cromosoma por recombinacion homologa durante la

mutagénesis. Como DNA molde, se uso el sobrenadante de una suspension de las distintas

colonias mutantes en 50 uLL de H20 libre de nucleasas y estéril, calentada a 100°C durante

5 min, y centrifugada a 9.200 x g por 5 min. La reaccion de PCR y amplificacion se realizo

segun el siguiente protocolo:

Reaccion para PCR

Programa de amplificacién

Reactive Volumen (uL) Concentracién final Temperatura (°C) Tiempe Ciclos
H:0 6,2 98 2 min 1
Partidor Out5 (10 uM) 1,5 1uM 98 30s
Partidor Out3 (10 pM) 1,5 1M 60 30s 30
dNTPs (10 mM cada uno) 1 0.2 mM 72 2 min
MeClz (50 mM) 2 2 mM 72 3 min 1
gDNA (suspensidn bacteriana) 1 10 ®
Buffer PCE. (10x) 1.5 Ix
Tag DNA polimerasa (5 U/ul) 0,3 1,50

Volumen final
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10.11 Complementacion en frans de las mutantes AsopB, AsptP y ApphB de

S. Typhimurium

El fenotipo de las mutantes por delecion generadas por el método Red-swap en
S. Typhimurium se complemento en trans, utilizando el sistema comercial “pBAD TOPO
TA Expression Kit” (Thermo Fisher Scientific), que consta del vector de expresion
pBAD-TOPO (Tabla 3) en el cual se clon6 una copia silvestre de sopB, sptP o pphB para

ser reincorporado en su respectiva cepa mutante.

La copia silvestre de cada gen se amplifico mediante PCR usando el mismo
protocolo de amplificacion utilizado para la comprobacion de las cepas mutantes descrito
en la seccion 10.10.4, pero en este caso el molde correspondio a DNA gendmico
purificado desde S. Typhimurium 14028s (ver seccion 10.8). En la amplificacion
mediante PCR se usaron los partidores Out5 y Out3 (Tabla 4) que hibridan en sitios
externos rio arriba y rio abajo del gen sopB, sptP o pphB, segin corresponda, para asi
abarcar su region promotora. Cada fragmento amplificado se analiz6 mediante
electroforesis, se purifico mediante el sistema comercial “QIA4Aquick PCR Purification Kit”
(Qiagen) y se clono6 en el vector de expresion pPBAD-TOPO, de acuerdo con el protocolo
del fabricante. El vector pPBAD-TOPO confiere resistencia a Amp y contiene un promotor

inducible por arabinosa (Paras4p) que precede a su zona de clonamiento.

En paralelo, se prepar6 bacterias electrocompetentes de la cepa E. coli DH5a (ver
seccion 10.10.2), las que se transformaron con el vector pPBAD-TOPO portando cada gen

clonado (psopB, psptP 'y ppphB; Tabla 3), segtn las indicaciones del fabricante.

41



Las bacterias transformantes se seleccionaron en agar LB suplementado con Amp
(100 pg/mL) a 37°C durante toda la noche. Considerando que el vector pPBAD-TOPO es
provisto como una molécula lineal, la reaccion de ligacion durante el clonamiento puede
originar plasmidios en que el gen de interés se haya insertado a favor o en contra del
sentido del promotor Paasap. Por esto, se determind la orientacion de cada inserto
mediante PCR de colonia utilizando la pareja de partidores Out5 — pBAD Fw (ver
seccion 10.10.4 y Tabla 4) que, dependiendo del gen a clonar, produce un amplicon de
determinado tamaio solo si esta orientado a favor del promotor inducible. Algunas de las
transformantes de E. coli DH5a que generaron una amplificacion positiva en el PCR de
colonia se cultivaron en medio LB suplementado con Amp a 37°C durante toda la noche
para la extraccion de cada plasmidio recombinante portando el correspondiente gen de

interés (ver seccion 10.9).

Para la complementacion en trans de las cepas AsopB, AsptP y ApphB de
S. Typhimurium, cada mutante se transform6 mediante electroporacion (ver secciéon
10.10.2) con el plasmidio recombinante que portaba el respectivo gen a complementar.
Las mutantes transformadas con su respectivo plasmidio se seleccionaron sembrando en
agar LB suplementando con Amp e incubando a 37°C durante toda la noche.
Adicionalmente, la cepa silvestre S. Typhimurium se transformé con el vector

pBAD-TOPO vacio para usarla como control de complementacion.
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10.12 Ensayos de infeccion en lineas celulares

10.12.1 Ensayos de infeccion en macrofagos murinos RAW264.7

Para realizar estos ensayos, la botella de cultivo de células se lavd 3 veces con
10 mL de PBS estéril a temperatura ambiente, se agregd 1 mL de tripsina-EDTA 1x mas
9 mL de PBS y se incubd a 37°C por 10 min. Las células en suspension fueron
sedimentadas para luego ser resuspendidas en 1 mL de DMEM suplementado con
10% SFB y fueron tituladas mediante tincion con azul de tripan y recuento en camara de
Neubauer. Posteriormente, se sembrd ~5 x 10* células/pocillo en placas Elisa de 96
pocillos y se incubd a 37°C con 5% en CO:z por 24 h para que las células formaran una

monocapa en el pocillo.

Por otro lado, las distintas cepas bacterianas fueron crecidas en medio LB durante
toda la noche y después fueron llevadas hasta una ODsoonm = 0,2 con medio LB, se lavaron
3 veces en PBS y fueron diluidas 5 veces en medio DMEM suplementado con 10% SFB.
Posteriormente, se determiné el niimero exacto de bacterias en esta suspension (UFC
agregadas) mediante dilucion seriada y siembra en agar LB. Se infect6 cada pocillo de
células con 100 pL de las suspensiones bacterianas para obtener una multiplicidad de
infeccion (MOI) de ~100 bacterias/célula y se incub6 por 1 h a 37°C con 5% de COo.
Inmediatamente después de la incubacion, las células se lavaron dos veces con PBS estéril
y a cada pocillo se le agreg6 100 uLL de DMEM suplementado con 10% SFB y gentamicina
(200 pg/L) y fueron incubadas por 45 min para eliminar las bacterias extracelulares

(tiempo 0). Luego, se removi6 todo el medio de cultivo, se lavo las células dos veces con
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PBS estéril, se agreg6 100 uL. de DMEM suplementado con 10% SFB y gentamicina

(20 pg/mL) y se incubaron por 1, 3 y 5 h post infeccion.

Las células fueron lisadas utilizando Triton-X100 0,2% en PBS y se determin¢ el
numero de bacterias recuperadas (UFC a tl, t3 y t5) mediante dilucion seriada y siembra

en agar LB. Los resultados del ensayo fueron expresados como:

% de Internalizacion = 100 x (UFCt=0) / (UFCinoculadas)

Supervivencia relativa = (UFCt=x) / (UFCt=0)

10.12.2 Ensayos de infeccion en Dictyostelium discoideum

En esta tesis se desarrolld6 un nuevo ensayo de infeccion en Dictyostelium
discoideum basado en determinacion de UFC intracelulares (Figura 6) (Urrutia et al.
2018). En primer lugar, cada cepa bacteriana a evaluar fue crecida durante toda la noche
con agitacioén a 37°C en medio LB, para luego ser ajustada a ODeoonm = 0,2 y lavada dos
veces en buffer Soerensen. Posteriormente, 150 pl. de cada suspension bacteriana fue
diluida agregando 850 pL de buffer Soerensen. En paralelo, un cultivo axénico de
D. discoideum AX4 crecido hasta fase exponencial fue lavado dos veces con buffer
Soerensen y titulado mediante tincidon con azul de tripan y posterior recuento en camara
de Neubauer. Asi, una suspension de ~1 x 10® amebas/mL fue preparada usando buffer
Soerensen. Una alicuota de 100 pL de bacterias y otra de amebas lavadas fueron

mezclados en tubos Eppendorf de 1.5 mL para obtener MOI de ~100 bacterias/ameba. La
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mezcla fue centrifugada a 9.200 x g durante 20 s, para promover la interaccion de las
bacterias con las amebas, y luego incubada a 22°C durante 1 h. Después de la incubacion,
todas las mezclas fueron lavadas una vez con buffer Soerensen suplementado con
gentamicina (10 pg/mL) para eliminar las bacterias extracelulares. Posteriormente, las
amebas infectadas fueron lavadas dos veces con buffer Soerensen para remover el
antibiotico y finalmente fueron resuspendidas en 100 uL de buffer Soerensen. Alicuotas
de la suspension de amebas infectadas fueron obtenidas a 0, 1, 3 y 5 h post infeccion. Las
amebas viables fueron determinadas a cada tiempo mediante tincién con azul de tripan y
posterior recuento en camara de Neubauer. Ademas, las amebas infectadas recuperadas a
cada tiempo fueron lavadas una vez con buffer Soerensen y luego lisadas con Triton X-100
al 0,2%. Los titulos de las bacterias intracelulares fueron determinados por diluciones

seriadas y siembra en agar LB. Los resultados del ensayo se expresaron como:

% de Internalizacion = 100 x (UFCt=0) / (UFCinoculadas)

Supervivencia relativa = (UFCt=x) / (UFCt=0)

10.13 Ensayos de infeccion para microscopia confocal

10.13.1 Ensayos de infeccion en macrofagos RAW264.7 EGFP-LC3

Macrofagos RAW264.7 que expresan la proteina fluorescente verde fusionada al

marcador de autofagia LC3 (EGFP-LC3) se cultivaron de forma rutinaria (ver secciéon

10.7.4) y fueron infectadas con las distintas cepas de S. Typhimurium previamente
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transformadas mediante electroporacion con el plasmidio pFCcGi (Tabla 3), que expresa
la proteina fluorescente roja mCherry desde un promotor constitutivo (Figueira et al.

2013).

De una suspension de macréfagos RAW264.7 EGFP-LC3, se sembraron ~2 x 10°
células/pocillo en camaras u-Slide de 8 pocillos (Ibidi GmbH) y se permitié la adhesion
de las células por 24 h a 37°C con 5% de COa. Posteriormente, las células fueron
infectadas durante 1 h con cada cepa bacteriana a evaluar usando una MOI de
~500 bacterias/célula. Las células infectadas, fueron lavadas tres veces con PBS
suplementado con gentamicina (200 pg/mL) y luego lavadas con PBS para eliminar el
antibiodtico. Para evaluar flujo autofagico, las células fueron tratadas durante la infeccion
(1 h) con 50 uM de cloroquina (CQ), un conocido bloqueador de la autofagia. Las
infecciones fueron visualizadas por microscopia confocal y las imagenes (Z-stacks) fueron
obtenidas usando un microscopio confocal Zeiss LSM 700 equipado con un objetivo
optico de 40x 1.3 NA. Las imagenes fueron procesadas usando los programas Image J
version 1.501 y Fiji version 2.2.1 (Schindelin et al. 2012; Schneider et al. 2012). La
cuantificacion de los autofagosomas (sefial EGFP, puntos verdes) en los macrofagos

infectados se realizo de forma manual.

10.13.2 Ensayos de infeccion en Dictyostelium discoideum GFP-LC3

De forma similar a la infeccion en macrofagos (ver seccion 10.13.1), amebas
derivadas de D. discoideum AX4 que expresan la proteina fluorescente verde fusionada al

marcador de autofagia LC3 (GFP-LC3), se cultivo de forma rutinaria (ver seccién 10.7.2)
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y fueron infectadas con las distintas cepas de S. Typhimurium transformadas con el

plasmidio pFCcGi (Figueira et al. 2013).

D. discoideum AX4 axénico fue sembrado ~2 x 10° células/pocillo en cdmaras
u-Slide de 8 pocillos (Ibidi GmbH). Después de permitir la adhesion de las amebas en los
pocillos por 2 h a 22°C, las amebas fueron infectadas con cada cepa bacteriana a evaluar
por 1 h a 22°C usando una MOI de ~500 bacterias/célula. Posteriormente, las amebas
infectadas fueron lavadas una vez con buffer Soerensen suplementado con gentamicina
(10 pg/mL) y luego con buffer Soerensen para eliminar el antibidtico. Para evaluar flujo
autofagico en D. discoideum se implementd una metodologia descrita por (Cardenal-
Muiioz et al. 2017). Para esto, las amebas fueron tratadas durante la infeccion (1 h) con
una mezcla comercial de inhibidores de proteasas (IP) (Merk) a una concentracion final
2x con relacion a la concentracion recomendada por el fabricante. Al igual que en el caso
de los macrofagos, las infecciones fueron visualizadas por microscopia confocal y las
imagenes (Z-stacks) fueron obtenidas usando un microscopio confocal Zeiss LSM 700
equipado con un objetivo dptico de 40x 1.3 NA. Las imagenes fueron procesadas usando
los programas Image J 1.501 y Fiji 2.2.1 (Schindelin et al. 2012; Schneider et al. 2012).
La cuantificacion de los autofagosomas (sefial GFP, puntos verdes) en las amebas

infectadas se realizé de forma manual.
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10.14 Ensayos de electrotransferencia de proteinas a PVDF e inmunodeteccion

(western blot)

10.14.1 Preparacion de extractos proteicos de macrofagos RAW264.7

Para la obtencion de las proteinas totales, se realizaron ensayos de infecciéon como
estd descrito anteriormente (ver seccion 10.12.1), con modificaciones. En primer lugar,
se sembraron ~4 x 10° células/pocillo en placas ELISA de 12 pocillos y se infectaron los
macrofagos usando una MOI de ~500 bacterias/célula. Posteriormente, las células s6lo
fueron lavadas con PBS, sin usar gentamicina. Finalmente, las células fueron lisadas
agregando 70uL del reactivo de extraccion de proteinas 7-PER (Thermo Fisher Scientific)
con inhibidores de proteasas a cada pocillo. Posteriormente la extraccion de cada muestra
fue centrifugada a 6.400 x g por 3 min para eliminar el debris celular y obtener las

proteinas totales.

10.14.2 Preparacion de extractos proteicos de D. discoideum

En este caso, para la obtencion de las proteinas totales en D. discoideum, se
llevaron a acabo ensayos de infeccion como esta descrito anteriormente (ver seccion
10.12.2) con modificaciones. Se infectd D. discoideum AX4 con distintas cepas de
S. Typhimurium a un MOI de ~500 bacterias/ameba. Posterior a la infeccion, las amebas
fueron lavadas con buffer Soerensen sin gentamicina para eliminar las bacterias.

Finalmente, las amebas fueron lisadas con el reactivo de extraccion de proteinas 7-PER
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con inhibidores de proteasas y posteriormente las extracciones fueron centrifugadas a

6.400 x g por 3 min para eliminar el debris celular y obtener las proteinas totales.

10.14.3 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas totales obtenidas fueron cuantificadas por espectrofotometria usando
el método de Bradford. Luego de la cuantificacion, las muestras fueron mezcladas con
buffer de carga Laemmli 1x (62,5 mM Tris-HCI; pH 6,8; 2% SDS; 10% glicerol; 0,01%
azul de bromofenol; 5% B-mercaptoetanol) para ser separadas posteriormente mediante

SDS-PAGE.

10.14.4 Analisis mediante SDS-PAGE, electrotransferencia e inmunodeteccion

De los extractos proteicos obtenidos y cuantificados, 30ug de proteinas totales de
cada muestra fueron separados por su masa molecular en geles de poliacrilamida al 12%,
usando el sistema de electroforesis en geles Mini-Protean III (Bio-Rad). Las muestras se
corriecron a 100 V constantes en buffer de corrida 1x (1,44% glicina; 0,3% Tris;

0,1% SDS).

La transferencia de las proteinas desde los geles de poliacrilamida hacia
membranas de PVDF Inmovilion-P (Millipore) se realizé usando el sistema Mini
Trans-Blot (Bio-Rad). Posterior a la activaciéon de la membrana de PVDF mediante
inmersion en metanol 100%, se llevo a cabo la transferencia durante 90 min a 300 mA en

buffer de transferencia 1x (0,3% Tris; 1,44% glicina; 20% metanol). La membrana se
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bloqued mediante su incubacion en una solucion de 5% de leche para bloqueo (Bio-Rad)
en buffer TBS-Tween (50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,1% Tween 20) durante 1 h
a temperatura ambiente. Luego, la membrana se incubd a 4°C durante toda la noche sin
agitacion con el anticuerpo primario correspondiente diluido 1:1.000 (ver secciéon 10.1)
en la misma solucion de bloqueo. Después de 3 lavados con buffer TBS-Tween, la
membrana se incub6 con agitacion a temperatura ambiente por 2 h con una solucion de
anticuerpo secundario anti-IgG de raton o conejo (ver seccién 10.1), segin el anticuerpo
primario, conjugado con peroxidasa de rabano a una dilucion de 1:5.000 en 5% de leche

para bloqueo en buffer TBS-Tween.

Para el revelado de las inmunodetecciones se us6 el reactivo Supersignal
West-Femto (Pierce Biotechnology, Inc), un sustrato utilizado por la enzima HRP que
genera una sefal quimioluminiscente. La cuantificacion por pixeles de las
inmunodetecciones se llevdo a cabo con el programa Fiji 2.2.1 y los resultados se
expresaron como el cociente entre la forma fosforilada activa versus la forma total de cada
proteina (p-proteina / proteina). Las imagenes de las inmunodetecciones se obtuvieron

usando el sistema de captura y analisis de imagenes Dyversity 4 (Syngene).

10.15 Ensayo de toxicidad bacteriana

Para evaluar de forma indirecta el efecto citotoxico de distintas cepas de
S. Typhimurium sobre D. discoideum AX4, llevamos a cabo ensayos de infeccion en los
que visualizamos la morfologia de las amebas en el tiempo. Para esto, se sembro ~1 x 10°

amebas crecidas axénicamente en medio HLS en los pocillos de una placa de 96 pocillos
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y se incubaron durante toda la noche a 22°C para permitir la adhesion de las amebas al

fondo de los pocillos.

Al dia siguiente, las distintas cepas de bacterias crecidas durante toda la noche en
medio LB fueron llevadas hasta una ODesoonm = 0,2 con medio LB, lavadas 1 vez en buffer
Soerensen y luego fueran diluidas 5 veces en buffer Soerensen. Posteriormente, el medio
HLS5 de las amebas sembradas en los pocillos fue reemplazado con 100 pL de la
suspension de bacterias preparadas en buffer Soerensen para obtener una MOI de ~100 o
~1.000 bacterias/célula. Las placas con las infecciones fueron incubadas a 22°C y la
morfologia celular de las amebas en cada pocillo se visualizé a diferentes tiempos de
infeccion (0, 15, 30, 60 y 90 min) utilizando un microscopio invertido Motic AE 2000
equipado con un objetivo 40x “Plan Achromatic Phase LWD PL Ph2”. Se obtuvieron
imagenes representativas utilizando una camara digital Moticam 580 (5.0 MP) conectada

al puerto trinocular del microscopio utilizando un adaptador de montaje C (0.5x).

10.16 Analisis estadistico y expresion de resultados

La internalizacion de cada cepa bacteriana en macrofagos y D. discoideum se
calculé como el porcentaje del cociente promedio entre el recuento de UFC/mL en el
tiempo 0 h y el recuento de UFC/mL del correspondiente indculo inicial. Por su parte, la
supervivencia intracelular de cada cepa bacteriana se calculé como el cociente promedio
entre el recuento de UFC/mL de los distintos tiempos de infeccion (1,3 y 5 h) y el recuento
de UFC/mL en el tiempo 0 h. La cuantificacion de los autofagosomas se determind

contando el nimero de autofagosomas por células infectadas, hasta contabilizar un total
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de 50 células infectadas. Todos los datos asociados a experimentos de infeccion in vitro
corresponden al promedio de al menos 3 réplicas bioldgicas. En todos los graficos, las
barras de error representan la desviacion estandar promedio. La significancia estadistica
en los analisis se determind utilizando una ANOVA de una via con distintas pruebas
estadisticas. De esta forma, cuando los analisis se hicieron con respecto a la cepa silvestre
(i.e., internalizacion, supervivencia intracelular, western blot y acumulaciéon de
autofagosomas) se utilizé la prueba de Dunett, mientras que cuando el andlisis fue entre
grupos experimentales (i.e., flujo autofagico y western blot) se utiliz6 la prueba de
Bonferroni. Todos los analisis se hicieron con un intervalo de confianza minimo del 95%,
considerando estadisticamente significativos a valores p < 0,05. Todo el procesamiento
estadistico de los datos y la elaboracion de graficos se realizo con el programa GraphPad

Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.).
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11. RESULTADOS

11.1 Participacion de los factores de virulencia SopB, SptP y PphB en la

supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum

Para determinar si los factores de virulencia SopB, SptP y PphB cumplen un rol
en la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum, se construyeron las
cepas mutantes AsopB, AsptP y ApphB derivadas de la cepa virulenta S. Typhimurium
14028s usando el método de intercambio alélico por recombinacion de productor de PCR
mediado por la recombinasa Red del fago A (Red-swap) (Datsenko and Wanner 2000) con
modificaciones (Santiviago et al. 2009). En primer lugar, se generaron los productos de
PCR desde pCLF4, los que fueron transformados en la cepa receptora WT / pKD46 con
el sistema de recombinacion A Red inducido para que estos producto de PCR
recombinaran en el cromosoma, sustituyendo los genes sopB, sptP 'y pphB por un cassette
de resistencia a kanamicina flaqueado por secuencias FRT. Finalmente, se comprobo el
reemplazo alélico en cada mutante mediante amplificacion por PCR utilizando parejas de
partidores que flanquean el sitio de sustitucion (Figura 5). Las secuencias de todos los
partidores usados para amplificaciones mediante PCR se presentan en la Tabla 4 y los
tamanos de los amplicones con los partidores externos son los siguientes: para sopB WT
2432 pb, AsopB 2346 pb, sptP WT 2378 pb, AsptP 2246 pb, pphB WT 981 pb 'y ApphB

1924 pb (Figura 5).
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Figura 5. Generacion y comprobacion de mutantes de S. Typhimurium. Para la
generacion de cada cepa mutante de S. Typhimurium se obtuvo un producto de PCR (DNA
lineal) desde pCLF4 (1). En paralelo, se generd la cepa receptora que expresa el sistema
de recombinacién A Red (WT / pKD46) (2). Una vez hecho esto, se indujo la expresion
del sistema Red y se transformd la cepa receptora con cada producto de PCR para la
generacion de las cepas mutantes por recombinacion homologa (3). La comprobacion de
las colonias mutantes de cada cepa fue realizada mediante PCR y los productos obtenidos
se resolvieron en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE (4). El estdndar de peso molecular
utilizado corresponde al 1Kb DNA Ladder (New England Biolabs).

Una vez generadas las cepas mutantes AsopB, AsptP'y ApphB de S. Typhimurium,
realizamos ensayos de infeccion para evaluar la participacion de los factores de virulencia
SopB, SptP y PphB de S. Typhimurium en la supervivencia intracelular en la ameba
D. discoideum. Para esto, desarrollamos un nuevo ensayo de infeccion basado en la
determinacion de UFC (Figura 6). La principal ventaja de este nuevo ensayo de infeccion
es el reducido volumen de cultivo de amebas requerido, lo que nos permitié evaluar un
nimero mayor de cepas bacterianas en comparacion con otros ensayos de infeccion

utilizados en nuestro laboratorio. Brevemente, en este ensayo de infeccion se mezclaron

las cepas bacterianas y las amebas para obtener una MOI de ~100 bacterias/ameba. Las
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mezclas fueron incubadas a 22°C durante 1 h y lavadas con buffer Soerensen
suplementado con gentamicina (10 pg/mL) para eliminar las bacterias extracelulares.
Posteriormente, las amebas infectadas fueron resuspendidas en buffer Soerensen y se
obtuvieron alicuotas de la suspension a 0, 1, 3 y 5 h post infeccion. Las amebas viables
fueron determinadas a cada tiempo mediante tincion con azul de tripdn y posterior
recuento en camara de Neubauer. Ademas, las amebas infectadas recuperadas a cada
tiempo fueron lisadas con Triton X-100 al 0,2% y los titulos de las bacterias intracelulares
fueron determinados por diluciones seriadas y siembra en agar LB (ver seccion 10.12.2)

(Urrutia et al. 2018).

Para asegurarnos que nuestras cepas de S. Typhimurium no generan un efecto
toxico sobre D. discoideum en las condiciones de nuestro ensayo de infeccion, realizamos
una version modificada de un ensayo de infeccion originalmente disefiado para evaluar la
virulencia de bacterias patdogenas en base a la morfologia celular durante la incubacion
con D. discoideum (Champion et al. 2016; Urrutia et al. 2018). Brevemente, células de
D. discoideum adheridas en pocillos de una placa de 96 pocillos fueron infectadas con
distintas cepas de S. Typhimurium a una MOI de ~100 y ~1.000 bacterias/célula, para
posteriormente evaluar la morfologia celular de las amebas a 0, 30, 60 y 90 min de

co-incubacion (ver secciéon 10.15).
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Figura 6. Esquema del ensayo de infeccion de S. Typhimurium en D. discoideum
(Urrutia et al. 2018).
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En nuestro experimentos, se observo que las células infectadas con la cepa silvestre
y las distintas cepas mutantes de S. Typhimurium a una MOI de ~100 bacterias/ameba no
generaron cambios en la morfologia celular de la ameba (Figura 7). En contraste, durante
las infecciones realizadas a una MOI de ~1.000 bacterias/ameba todas las cepas
bacterianas evaluadas causaron desprendimiento de amebas de los pocillos y una
morfologia celular redondeada en todos los tiempos evaluados (Figura 7). Estos
resultados nos indican que nuestras cepas de S. Typhimurium no generan un efecto toxico

sobre D. discoideum en las condiciones de nuestro ensayo de infeccion.

Utilizando nuestro ensayo de infeccion evaluamos la internalizacion y la
supervivencia intracelular de las distintas cepas de S. Typhimurium en D. discoideum. En
este ensayo, la internalizacion de cada cepa se evalud después de 1 h de infeccion. Los
resultados obtenidos mostraron que las tres cepas mutantes evaluadas (AsopB, AsptP y
ApphB) presentan una internalizacion superior a la mostrada por la cepa silvestre
(Figura 8). Es importante destacar que los fenotipos presentados por las cepas mutantes
AsopB, AsptP 'y ApphB fueron revertidos por la presencia de un plasmidio que tiene
clonado los genes funcionales sopB (psopB), sptP (psptP) o pphB (ppphB) y la presencia
del vector vacio (pBAD) no afecté a los fenotipos mostrados por estas mutantes

(Figura 8).
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Figura 7. Evaluacion cualitativa de la citotoxicidad causada por cepas de
S. Typhimurium en D. discoideum. La morfologia celular de D. discoideum AX4
infectada con diferentes cepas de S. Typhimurium se observé a los 0, 15, 30, 60 y 90 min
de co-incubacion a 22°C en buffer Soerensen. La figura muestra imagenes representativas
de 3 ensayos independientes usando MOIs de ~100 o ~1.000 bacterias/ameba. Barra de
escala, 20 um.
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En el ensayo usamos como control la cepa atenuada de S. Typhimurium AaroA, la
cual se internalizd en mayor proporcidon que la cepa silvestre. Por su parte, también usamos
como control la mutante AphoN de S. Typhimurium porque no presenta defectos en
virulencia en esta ameba y en otros modelos de infeccion. Como se esperaba, esta mutante

se internaliz6 en niveles comparables al de la cepa silvestre (Figura 8).

| WT @ AsopB B AsptP B ApphB O AphoN
3 Stm/pBAD B AsopB/ psopB 3 AsptP / pspiP @ ApphB / ppphB 3 AaroA
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Figura 8. Internalizacion relativa de cepas de S. Typhimurium en D. discoideum. Se
infectd la ameba D. discoideum durante 1 h a 22°C con la cepa silvestre, las cepas
mutantes AsopB, AsptP 'y ApphB y las cepas mutantes complementadas utilizando una
MOI de ~100 bacterias/célula y luego se determinaron las bacterias intracelulares. Los
valores de internalizacion fueron calculados como UFCi=o/UFCinoculo y luego
normalizados al valor de la cepa silvestre. Todos los valores graficados corresponden al
promedio de 3 réplicas bioldgicas y su desviacion estandar. Para el andlisis estadistico de
los datos se utiliz6 un ANOVA de una via y la prueba de Dunnett (**: p<0,01;
*aE: p<0,001).
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Luego de evaluar la internalizacion de nuestras cepas de S. Typhimurium,
evaluamos su supervivencia intracelular a 1, 3 y 5 h post infeccion. Nuestros resultados
mostraron que las cepas mutantes AsopB, AsptP y ApphB presentan defectos en la
supervivencia intracelular en D. discoideum a todos los tiempos evaluados (Figura 9A).
Cabe destacar que los defectos presentados por las mutantes AsopB, AsptP 'y ApphB en la
supervivencia intracelular fueron revertidos por la presencia de un plasmidio que tenia
clonado el respectivo gen funcional (psopB, psptP o ppphB) y que la presencia del vector
vacio (pBAD) no afectd los fenotipos mostrados por estas mutantes (Figura 9A). Por su
parte, nuestros controles experimentales AaroA y AphoN nuevamente mostraron el
fenotipo esperado. La cepa atenuada AaroAd presentd un defecto en la supervivencia
intracelular, mientras que la cepa AphoN presentd niveles de supervivencia intracelular
comparables al de la cepa silvestre (Figura 9A). Ademas, no se observaron diferencias en
la viabilidad de las amebas durante el curso de las infecciones con las distintas cepas de
S. Typhimurium, lo que indica que los fenotipos de internalizaciébn o supervivencia
intracelular observados no son atribuibles a cambios en el numero de amebas viables

durante el ensayo (Figura 9B).
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Figura 9. Supervivencia intracelular de cepas de S. Typhimurium en D. discoideum.
Se infecto6 la ameba D. discoideum durante 1 h a 22°C con la cepa silvestre, cepas mutantes
AsopB, AsptP, ApphB y las correspondientes cepas mutantes complementadas utilizando
una MOI de ~100 bacterias/célula. Posteriormente, se titularon las bacterias intracelulares
a 1, 3 y 5 h post infeccion. (A) Supervivencia relativa expresada como UFCt=x/UFCi=o.
(B) Variacion en la poblacion de amebas viables durante el ensayo de infeccion expresada
como células/mL. Todos los valores graficados corresponden al promedio de 3 réplicas

biologicas y su desviacion estandar. Para el analisis estadistico de los datos se utilizd un
ANOVA de una via y la prueba de Dunnett (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001).

En conjunto, nuestros resultados indican que los factores de virulencia SopB, SptP
y PphB de S. Typhimurium contribuyen a la supervivencia intracelular del patogeno en la

ameba D. discoideum.
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11.2 Participacion de los factores de virulencia SopB, SptP y PphB en la

supervivencia intracelular de S. Typhimurium en macroéfagos murinos

Para evaluar la internalizacion y supervivencia intracelular de las distintas cepas
de S. Typhimurium en macrofagos RAW264.7, llevamos a cabo un ensayo clasico de
proteccion a gentamicina usando una MOI de ~100 bacterias/célula. La internalizacion de
cada cepa se evalud después de 1 h de infeccion. Los resultados obtenidos en estos ensayos
muestran que las cepas mutantes AsopB, AsptP y ApphB no presentan diferencias
significativas en la internalizacion en comparacion con la cepa silvestre (Figura 10). En
cuanto a las cepas controles, observamos que la cepa AaroA se internalizé en mayor
proporcion que la cepa silvestre, mientras que la cepa mutante AphoN se internalizé en

niveles comparables al de la cepa silvestre (Figura 10).

l WT Bl AsptP [J AphoN
B AsopB W ApphB [ AaroA

Internalizacién relativa

Figura 10. Internalizacion relativa de cepas de S. Typhimurium en macrofagos
murinos RAW264.7. Se infectd la linea de macrofagos RAW264.7 durante 1 h a 37°C
con la cepa silvestre y las cepas mutantes AsopB, AsptP 'y ApphB utilizando una MOI de
~100 bacterias/célula y luego se determinaron las bacterias intracelulares. Los valores de
internalizacion fueron calculados como UFCt=o/UFCinsculo y luego normalizado al valor
de la cepa silvestre a t = 1. Todos los valores graficados corresponden al promedio de 3
réplicas bioldgicas y su desviacion estandar. Para el analisis estadistico de los datos se
utiliz6 un ANOVA de una via y la prueba de Dunnett (***: p<0,001).
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Posteriormente, se evalu6 la supervivencia intracelular de las cepas mutantes de
S. Typhimurium AsopB, AsptP 'y ApphB a 1, 3 y 5 h post infeccién. Los resultados
obtenidos muestran que la cepa silvestre y las mutantes AsopB, AsptP y ApphB no
presentan diferencias en la supervivencia intracelular en macréfagos RAW264.7 a todos
los tiempos evaluados (Figura 11). Por su parte, las cepas control AaroA y AphoN
nuevamente mostraron los fenotipos esperados. La mutante AaroA presenta un defecto en
la supervivencia intracelular a todos los tiempos post infeccion evaluados, mientras que
la cepa AphoN presenta niveles de supervivencia intracelular comparables a la cepa

silvestre (Figura 11).
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Figura 11. Supervivencia intracelular de cepas de S. Typhimurium en macréfagos
murinos RAW264.7. Se infect6 la linea de macrofagos RAW264.7 durante 1 h a 37°C
con la cepa silvestre y cepas mutantes AsopB, AsptP y ApphB utilizando una MOI de
~100 bacterias/célula y luego se determinaron las bacterias intracelulares a 1, 3 y 5 h post
infeccion. Los valores de supervivencia fueron calculados como UFC:=x/UFCi=0 y luego
normalizado al valor de la cepa silvestre at= 1. Todos los valores graficados corresponden
al promedio de 3 réplicas biologicas y su desviacion estandar. Para el andlisis estadistico
de los datos se utiliz6 un ANOVA de una via y la prueba de Dunnett (**: p<0,01;
a3 p<0,001).
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En base a estos resultados, podemos concluir que las proteinas efectoras SopB,
SptP y PphB no contribuyen a la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en la linea

de macrofagos RAW264.7 en las condiciones experimentales probadas.

11.3 Participacion de los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de

S. Typhimurium en la modulacion del proceso autofagico en D. discoideum

Para evaluar si las proteinas SopB, SptP y PphB de S. Typhimurium son capaces
de interferir con la autofagia en D. discoideum, se llevaron a cabo ensayos en los cuales
se permitio la infeccion durante 1 h de una cepa derivada de D. discoideum AX4 que
expresa el marcador fluorescente de autofagia GFP-LC3 usando las cepas mutantes

AsopB, AsptP'y ApphB a una MOI de ~500 bacterias/célula (Figura 12A).

A partir de las imagenes obtenidas de estos ensayos de infeccidbn mediante
microscopia confocal (ver seccion 10.13), cuantificamos manualmente los autofagosomas
por célula generados por las distintas cepas de S. Typhimurium. Los resultados obtenidos
al infectar D. discoideum GFP-LC3 con cualquiera de nuestras cepas de S. Typhimurium,
mostraron una mayor acumulacion de autofagosomas (puntos GFP-LC3) por célula,
comparado al control correspondiente a D. discoideum sin infectar (Figura 12B). Sin
embargo, observamos que al infectar las amebas con la cepa mutante AsopB se genera una
mayor cantidad de autofagosomas por célula en comparacion con la cepa silvestre. Por su
parte, al infectar las amebas con la cepa mutante Asp?P se genera una menor cantidad de
autofagosomas por célula en comparacion con la cepa silvestre (Figura 12B). Cabe

mencionar que los fenotipos presentados por las cepas mutantes AsopB y AsptP fueron
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revertidos por la presencia de un plasmidio que tiene clonado el respectivo gen funcional
(psopB o psptP) y que la presencia del vector vacio donde fueron clonados estos genes
(pBAD) no afecto6 a los fenotipos mostrados por estas cepas mutantes (Figura 12B). Si
bien determinamos que la cepa mutante ApphB no presenta diferencias significativas en
la cantidad de autofagosomas en comparaciéon a la cepa silvestre, esta mutante
transformada con el plasmidio que tiene clonado pphB funcional (ppphB) muestra una
disminucion en la cantidad de autofagosomas comparado a la cepa silvestre (Figura 12B).
Es importante destacar que en todas las condiciones donde se infectd con cualquiera de
nuestras cepas de S. Typhimurium, independiente del aumento o disminucién en el
nimero de autofagosomas, observamos que no todas las bacterias intracelulares

colocalizaron con los autofagosomas generados.
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Figura 12. Cuantificacion de autofagosomas durante la infeccion de D. discoideum
con cepas de S. Typhimurium. Se infect6 la cepa D. discoideum GFP-LC3 durante 1 h
a 22°C con la cepa silvestre y las mutantes AsopB, AsptP 'y ApphB (todas transformadas
con el plasmidio pFCcGi que expresa la proteina fluorescente roja mCherry) y las cepas
mutantes complementadas utilizando una MOI de ~500 bacterias/célula. (A) Imagenes
representativas de D. discoideum GFP-LC3 sin infectar o infectada con distintas cepas de
S. Typhimurium. En la imagen, cada punto verde representa un autofagosoma. Las flechas
blancas indican la colocalizacion de bacterias con autofagosomas. Barra de escala, 10 um.
(B) Cuantificacion correspondiente al nimero de autofagosomas por célula. Todos los
valores graficados corresponden al promedio de 3 réplicas biologicas y su desviacion
estandar. La significancia estadistica de las diferencias en el numero de autofagosomas
por célula se determind utilizando un ANOVA de una via y la prueba de Dunnett
(**: p<0,01; ***: p<0,001; ns: no hay diferencias significativas). SI: sin infectar;
WT: cepa silvestre.
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Si bien logramos detectar diferencias en la cantidad de autofagosomas por célula
al infectar con nuestras distintas cepas de S. Typhimurium (Figuras 12A y B), estos
experimentos no nos permiten evaluar si estos autofagosomas se estan fusionando
finalmente con los lisosomas (generando los autolisosomas), por lo que no podemos hacer
una relacion directa de la acumulacion de autofagosomas con la degradacion del material
que contienen por accion de las enzimas hidroliticas de los lisosomas. Con anterioridad se
ha reportado una metodologia para monitorear flujo autofagico en D. discoideum AX4
infectado con Mycobacterium marinum. En este caso, D. discoideum no es sensible a los
inhibidores farmacolégicos de autofagia comuinmente usados (bafilomicina Al o
cloroquina), por lo que los investigadores utilizaron una mezcla comercial de inhibidores
de proteasas para inhibir autofagia (Cardenal-Mufioz et al. 2017). De esta manera, si hay
una acumulacion de autofagosomas en las muestras tratadas con inhibidores de proteasas
versus las sin tratar, significa que hay una autofagia activa, ya que un proceso de autofagia

activo genera la degradacion de autofagosomas, incluyendo la proteina LC3.

Utilizando esta metodologia, evaluamos flujo autofagico en D. discoideum al
infectar esta ameba con las distintas cepas de S. Typhimurium. La cuantificaciéon manual
de los autofagosomas por célula generados por las distintas cepas de S. Typhimurium
mostrd que en todas las condiciones estudiadas (sin infectar o infectando con la cepa
silvestre, las cepas mutantes o las cepas mutantes complementadas) se observa una mayor
acumulacion de autofagosomas por célula cuando se utiliza el inhibidor de proteasas, lo

que nos indica que en todos los casos la autofagia es activa (Figura 13B).
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Figura 13. Flujo autofagico durante la infeccion de D. discoideum con cepas de
S. Typhimurium. Se infect6 la cepa D. discoideum GFP-LC3 durante 1 h a 22°C con la
cepa silvestre y las mutantes AsopB, AsptPy ApphB (todas transformadas con el plasmidio
pFCcGi que expresa la proteina fluorescente roja mCherry) y las cepas mutantes
complementadas utilizando una MOI de ~500 bacterias/célula. (A) Imagenes
representativas de D. discoideum GFP-LC3 tratada con inhibidores de proteasas (IP), sin
infectar o infectada con distintas cepas de S. Typhimurium. En la imagen, cada punto
verde representa un autofagosoma. Las flechas blancas indican la colocalizacion de
bacterias con autofagosomas. Barra de escala, 10 um. (B) Cuantificacion correspondiente
al nimero de autofagosomas por célula. Todos los valores corresponden al promedio de 3
réplicas bioldgicas y su desviacion estandar. La significancia estadistica de las diferencias
en el nimero de autofagosomas por célula se determin6 utilizando un ANOVA de una via
y la prueba de Bonferroni (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ns: no hay diferencias
significativas). SI: sin infectar; WT: cepa silvestre.

68



Por lo tanto, estos resultados sugieren que el factor de virulencia SopB de
S. Typhimurium inhibe la respuesta autofagica en D. discoideum, mientras que el factor

de virulencia SptP estimula la autofagia en este organismo.

11.4 Participacion de los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de

S. Typhimurium en la modulacion del proceso autofagico en macrofagos murinos

Para evaluar la contribucion de las proteinas SopB, SptP y PphB en la modulacion
de la autofagia en macrofagos RAW264.7, se utiliz6 la misma estrategia empleada con
D. discoideum. En este caso, se realizaron ensayos en los cuales se infectdé una linea
derivada de los macrofagos RAW264.7 que expresa el marcador fluorescente EGFP-LC3
usando las cepas mutantes AsopB, AsptP 'y ApphB. Las infecciones se realizaron durante

1 h usando una MOI de ~500 bacterias/célula (Figura 14A).

Interesantemente, los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion manual de
los autofagosomas por célula muestran resultados similares a los obtenidos en
D. discoideum. Primero, observamos una mayor cantidad de autofagosomas al infectar
con cualquiera de nuestras cepas de S. Typhimurium comparado a las células sin infectar
(Figura 14B), mientras que, para la cepa mutante AsopB observamos una mayor
acumulacion de autofagosomas por célula comparado a la cepa silvestre. Por su parte, en
el caso de la cepa mutante AsptP observamos una menor cantidad de autofagosomas por
célula comparado a la cepa silvestre (Figura 14B). Los fenotipos mostrados en la
acumulacion de autofagosomas por las cepas mutantes AsopB y AsptP fueron revertidos

cuando éstas se transformaron con los plasmidios psopB y psptP, respectivamente.
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Ademas, la presencia del vector vacio (pBAD) no afecto los fenotipos mostrados por estas
mutantes (Figura 14B). Por otra parte, nuevamente observamos que la cepa mutante
ApphB no genera diferencias en la acumulacion de autofagosomas comparado a la cepa
silvestre, y que la cepa mutante ApphB transformada con el plasmidio ppphB muestra una
disminucion en la cantidad de autofagosomas comparado a la cepa silvestre (Figura 14B).
Interesantemente, y al igual como observamos en D. discoideum, al infectar macrofagos
RAW264.7 con cualquiera de nuestras cepas de S. Typhimurium observamos que no todas

las bacterias intracelulares colocalizaron con los autofagosomas generados.
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Figura 14. Cuantificacion de autofagosomas durante la infeccion de macrofagos
RAW264.7 con cepas de S. Typhimurium. Se infectaron los macrofagos de la linea
RAW264.7 EGFP-LC3 durante 1 h a 37°C con la cepa silvestre y las mutantes AsopB,
AsptP 'y ApphB (todas transformadas con el plasmidio pFCcGi que expresa la proteina
fluorescente roja mCherry) y las cepas mutantes complementadas utilizando una MOI de
~500 bacterias/célula. (A) Imagenes representativas de macrofagos RAW264.7
EGFP-LC3 sin infectar o infectados con distintas cepas de S. Typhimurium. En la imagen,
cada punto verde representa un autofagosoma. Las flechas blancas indican la
colocalizacion de bacterias con autofagosomas. Barra de escala, 10 um. (B)
Cuantificacion correspondiente al nimero de autofagosomas por célula. Todos los valores
graficados corresponden al promedio de 3 réplicas bioldgicas y su desviacion estandar. La
significancia estadistica de las diferencias en el nimero de autofagosomas por célula se
determin6 utilizando un ANOVA de una via y la prueba de Dunnett (*: p<0,05;
*%: p<0,01; ***: p<0,001; ns: no hay diferencias significativas). SI: sin infectar; WT: cepa
silvestre.
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Nuevamente, y siguiendo con la estrategia utilizada en D. discoideum, evaluamos
flujo autofagico en macrofagos RAW264.7 pero esta vez utilizando cloroquina, un
conocido inhibidor farmacologico de autofagia ampliamente utilizado. En este caso, la
cuantificacion manual los autofagosomas por célula generados por las distintas cepas de
S. Typhimurium también mostré que en todas las condiciones estudiadas hay una mayor
acumulacién de autofagosomas por célula cuando se utiliza cloroquina, lo que nos indica

que en todos los casos la autofagia es activa (Figura 15B).

De esta forma, al igual que en el caso de D. discoideum nuestros resultados
sugieren que el factor de virulencia SopB de S. Typhimurium inhibe el proceso de
autofagia en macréfagos RAW?264.7, mientras que el factor de virulencia SptP estimula

la respuesta autofagica en esta linea de macrofagos.
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Figura 15. Flujo autofagico durante la infeccion de macrofagos RAW264.7 con cepas
de S. Typhimurium. Se infectaron los macrofagos de la linea RAW264.7 EGFP-LC3
durante 1 h a 37°C con la cepa silvestre y las mutantes AsopB, AsptP y ApphB (todas
transformadas con el plasmidio pFCcGi que expresa la proteina fluorescente roja
mCherry) y las cepas mutantes complementadas utilizando una MOI de
~500 bacterias/célula. (A) Imagenes representativas de macrofagos RAW264.7
EGFP-LC3 tratados con 50 uM de cloroquina (CQ), sin infectar o infectados con distintas
cepas de S. Typhimurium. En la imagen, cada punto verde representa un autofagosoma.
Las flechas blancas indican la colocalizacion de bacterias con autofagosomas. Barra de
escala, 10 pum. (B) Cuantificacion correspondiente al numero de autofagosomas por
célula. Todos los valores corresponden al promedio de 3 réplicas bioldgicas y su
desviacion estandar. La significancia estadistica de las diferencias en el numero de
autofagosomas por célula se determind utilizando un ANOVA de una via y la prueba de
Bonferroni (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ns: no hay diferencias significativas).
SI: sin infectar; WT: cepa silvestre.
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11.4.1 Participacion de los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de
S. Typhimurium en la modulacion de AKT, ERK y mTORC1 durante la infeccion

de D. discoideum

Con el objetivo de evaluar la contribuciéon de SopB, SptP y PphB de
S. Typhimurium en la modulacién en vias de sefializacion que regulan autofagia en
D. discoideum, se infectaron las amebas con distintas cepas de S. Typhimurium para
posteriormente detectar las proteinas AKT, ERKI1/2, mTOR, p-AKT(T308),
p-ERK1/2(T202 y Y204) y p-mTOR(S2448) mediante western blot (ver seccion 10.14).
Brevemente, llevamos a cabo ensayos de infeccion con distintas cepas de S. Typhimurium
en D. discoideum AX4 durante 1 h a 22°C usando una MOI de ~500 bacterias/célula.
Posteriormente, las amebas infectadas fueron lavadas con buffer Soerensen para eliminar
las bacterias extracelulares y las proteinas totales de D. discoideum se obtuvieron lisando
las células con buffer de lisis T-PER para finalmente inmunodetectar las proteinas

mencionadas (ver seccion 10.14).

Debido a que no hay anticuerpos comerciales disponibles contra las proteinas
AKT, ERK1/2, mTOR y sus formas fosforiladas en D. discoideum, la deteccion de dichas
proteinas se llevo a cabo con anticuerpos comerciales reactivos contra las proteinas de
humano, rata y ratobn. Lamentablemente, luego de numerosos intentos no fue posible
obtener resultados reproducibles a partir de nuestros ensayos de western blot, por lo que
decidimos estudiar el rol que cumplen las proteinas efectoras SopB, SptP y PphB de
S. Typhimurium en estas vias de sefializacion en macrofagos RAW264.7 en la siguiente

seccion.
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11.4.2 Participacion de los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de
S. Typhimurium en la modulacion de AKT, ERK y mTORC1 durante la infeccion

de macrofagos murinos

Finalmente, con el objetivo de evaluar la contribucion de SopB, SptP y PphB en
la regulacion en vias de sefializacion intracelular que regula autofagia, llevamos a cabo
ensayos de western blot contra las proteinas AKT, ERK, mTOR y sus formas fosforiladas,
que dan cuenta de su activacion. Para esto, infectamos los macrofagos RAW264.7 con las
distintas cepas de S. Typhimurium a evaluar durante 1 h a 37°C usando una MOI de
~500 bacterias/célula, para posteriormente extraer proteinas totales de los macréfagos y
detectar mediante western blot distintas proteinas en vias de transduccién de senales
intracelulares que regulan autofagia, como AKT, ERK1/2, mTOR y sus formas
fosforiladas activas p-AKT(T308), p-ERK1/2(T202 y Y204) y p-mTOR (S2448) (ver

seccion 10.14).

Los resultados en la regulacion de AKT muestran que la cepa mutante AsopB
genera una disminucion significativa en la cantidad relativa de p-AKT, mientras que, al
infectar con la cepa mutante AsptP se produce un aumento significativo en la cantidad
relativa de p-AKT. Por su parte, las cepas mutantes AsopB y AsptP transformadas con el
plasmidio psopB y psptP, respectivamente, revierten los fenotipos mostrados en la
cantidad relativa de p-AKT comparados con las cepa mutantes (Figura 16 A y B). Por su
parte, la cepa mutante ApphB no presenta efectos sobre la cantidad relativa de p-AKT.

Estos resultados sugieren que SopB contribuye a la activacion de AKT, mientras que SptP
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contribuye en su inactivacion en macréfagos murinos. Por su parte, PphB no participa en

la regulacion de AKT en dichos macrofagos.

Por otro lado, al evaluar la regulacion de la proteina ERK observamos que hay un
aumento significativo en la cantidad relativa de p-ERK1/2 al infectar con cualquiera de
las cepas de S. Typhimurium evaluadas en comparacion con el control de macréfagos sin
infectar (Figura 16 A y C). Sin embargo, al analizar estos resultados en detalle nos damos
cuenta que no hay diferencias significativas en la cantidad relativa de p-ERK1/2 entre las
distintas cepas de S. Typhimurium (Figura 16 A y C). Por lo tanto, estos resultados
sugieren que SopB, SptP y PphB de S. Typhimurium no participan en la regulacion de

ERK en macréfagos murinos.

En cuanto a la regulacion de mTORCI1, en nuestros ensayos observamos un
aumento significativo en la cantidad relativa de p-mTOR al infectar los macrofagos con
S. Typhimurium en comparacion con el control sin infectar (Figura 16 A y D). Ademas,
al infectar con la cepa mutante AsopB observamos una disminucién significativa en la
cantidad relativa de p-mTOR que alcanza valores comparables al control sin infectar,
fenotipo que fue revertido cuando la cepa AsopB fue transformada con el plasmidio psopB
(Figura 16 A y D). Por el contrario, observamos que las cepas mutantes AsptP 'y ApphB
no generan cambios en la cantidad relativa de p-mTOR en los macréfagos infectados
(Figura 16 A y D). Nuestros resultados sugieren que SopB contribuye a la activacion de
mTORCI1, mientras que SptP y PphB no participan en la regulacién de este complejo

proteico en macrofagos murinos.
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Figura 16. Efecto sobre AKT, ERK y mTORCI1 al infectar macréfagos RAW264.7
con distintas cepas de S. Typhimurium. Se realizaron ensayos de infeccion individuales
para evaluar si los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de S. Typhimurium
interfieren con la regulacion de las proteinas AKT, ERK y mTORCI en macréfagos
RAW264.7. (A) Imagenes representativas de los western blot contra las proteinas AKT,
p-AKT, ERKI1/2, p-ERK1/2, mTOR, p-mTOR y el control de carga GAPDH.
(B) Cuantificacion por pixeles de la cantidad relativa de p-AKT durante la infeccion de
distintas cepas de S. Typhimurium. (C) Cuantificacion por pixeles de la cantidad relativa
de p-ERK1/2 durante la infeccion de distintas cepas de S. Typhimurium.
(D) Cuantificacion por pixeles de la cantidad relativa de p-mTOR durante la infeccion de
distintas cepas de S. Typhimurium. Todos los datos muestran el promedio de al menos 3
ensayos independientes y su desviacion estandar. Los valores fueron graficados como el
cociente entre la cuantificacion de p-proteina y proteina. En (B), la significancia
estadistica de las diferencias entre las cepas AsopB versus AsopB / psopB 'y AsptP versus
AsptP | psptP se determind utilizando un ANOVA de una via y la prueba de Bonferroni
(#: p <0.05; &&&: p <0.001). En (D), la significancia estadistica entre la condicion SI
versus la cepa silvestre y AsopB versus AsopB / psopB se determind utilizando un
ANOVA de una via y la prueba de Bonferroni (#: p <0.05). En (B), (C) y (D), las
significancia estadistica de las diferencias entre cada cepa y la condicion sin infectar se
determind utilizando un ANOVA de una via y la prueba de Dunnett (*: p<0.05;
**: p<0.01; ***: p<0.001).
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Es importante destacar que la infeccion con la cepa silvestre de S. Typhimurium
transformada con el vector vacio (pBAD) muestra un fenotipo comparable al de la cepa
silvestre en todos los casos evaluados, indicando que los fenotipos observados no son

atribuibles al plasmidio utilizado (Figura 16).

En resumen, nuestros resultados sugieren que los factores de virulencia SopB y
SptP de S. Typhimurium modulan el proceso de autofagia en macroéfagos murinos. La
proteina efectora SopB genera una regulacion negativa de la autofagia, contribuyendo con
la activacion de AKT y mTORCI. Por su parte, la proteina efectora SptP genera una
regulacion positiva de la autofagia, contribuyendo en la regulacion negativa de AKT. Si
bien, no hay anticuerpos comerciales disponibles contra las proteinas AKT, ERK y mTOR
de D. discoideum, logramos determinar que los efectores SopB y SptP de S. Typhimurium
modulan el proceso de autofagia en esta ameba. Al igual como ocurre en macréfagos
RAW264.7, SopB genera una regulacion negativa de la autofagia mientras que SptP
genera una regulacion positiva sobre este proceso en D. discoideum. Por otro lado,
observamos que los factores de virulencia SopB, SptP y PphB son requeridos para la
supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum, pero no en macrofagos

murinos en las condiciones probadas.
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12. DISCUSION

Como se menciono, el objetivo de esta tesis consistid en determinar si los factores
de virulencia SopB, SptP y PphB modulan el proceso de autofagia, contribuyendo en la
supervivencia intracelular de S. Typhimurium en la ameba D. discoideum y en macrofagos
murinos. Para llevar a cabo este objetivo, se utilizaron tres estrategias principales: (1)
Evaluar mediante ensayos de infeccion la internalizacion y supervivencia intracelular de
distintas cepas de S. Typhimurium en amebas y macrofagos, (2) evaluar la modulacion
del proceso de autofagia mediante microscopia confocal al infectar con distintas cepas de
S. Typhimurium, (3) y evaluar la activacion de proteinas clave que regulan la autofagia,
como AKT, ERK y mTOR en macrofagos mediante ensayos de western blot al infectar

con distintas cepas de S. Typhimurium.

12.1 Desarrollo de un nuevo ensayo de infeccion para cepas de S. Typhimurium en

D. discoideum

Para responder el primer objetivo especifico de esta tesis, que era evaluar la
participacion de los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de S. Typhimurium en la
supervivencia intracelular en la ameba D. discoideum, fue necesario desarrollar un nuevo
ensayo de infeccion basado en la determinacion de UFC intracelulares a distintos tiempos
de infeccion (ver seccion 10.12.2 y Figura 6). Este método se baso en un ensayo descrito
previamente por nuestro grupo (Riquelme et al. 2016). La principal ventaja de este nuevo

método es que utiliza volimenes mas pequefios, y por lo tanto una menor cantidad de
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amebas, que los ensayos desarrollados anteriormente por nuestro grupo (Riquelme et al.
2016; Varas et al. 2018). Esto simplifica el manejo de muestras, permitiendo el anélisis
de mas cepas por experimento que los ensayos que requieren volimenes mas grandes. En
este ensayo, incluimos como controles experimentales las cepas mutantes Aaro4 y AphoN

de S. Typhimurium para validar nuestras observaciones.

Los resultados mostraron que la mutante AaroA se internalizé en mayor nimero
que la cepa silvestre y la mutante AphoN se internalizé en niveles comparables a la cepa
silvestre (Figura 8). Ademas, la mutante AaroA presentd defectos en la supervivencia
intracelular en la ameba, mientras que la mutante AphoN presentd niveles de
supervivencia intracelular comparables a la cepa silvestre (Figura 9A). Los resultados
obtenidos a partir de nuestros controles con esta nueva metodologia son consistentes con
otros reportes utilizando una metodologia diferente, los que muestran que las mutantes
AaroA 'y AphoN estan atenuadas y no atenuadas en este organismo modelo,
respectivamente (Riquelme et al. 2016; Varas et al. 2018). Estas observaciones nos
permitieron validar nuestro nuevo método de infeccion para determinar posteriormente si
las cepas mutantes AsopB, AsptP y ApphB de S. Typhimurium presentan deficiencias en
la supervivencia intracelular en D. discoideum. Es importante destacar que la
implementacion de este método permitié generar una publicacion en la que ademas se
caracterizd la importancia del sistema de translocacion de proteinas twin-arginine
translocation (TAT) en la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum

(Urrutia et al. 2018).
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12.2 Contribucion de las proteinas efectoras SopB, SptP y PphB en la supervivencia

intracelular de S. Typhimurium

Una vez validada nuestra metodologia, utilizamos este ensayo de infeccion para
evaluar la participacion de los factores de virulencia SopB, SptP y PphB de
S. Typhimurium en la supervivencia intracelular del patégeno en la ameba D. discoideum.
En primer lugar, observamos que las cepas mutantes AsopB, AsptP' y ApphB presentan
una mayor internalizacion comparada con la cepa silvestre (Figura 8). Ademas,
observamos que las incubaciones conjuntas de D. discoideum con las distintas cepas de
S. Typhimurium analizadas no produjo cambios en la morfologia celular de la ameba bajo
las condiciones de infeccion empleadas, lo que ha sido asociado a citotoxicidad celular
(Figura 7) (Champion et al. 2016; Urrutia et al. 2018). Por lo tanto, las diferencias en los
niveles de internalizacion presentados por cada cepa en nuestros estudios no son causadas
por efectos citotoxicos ejercidos sobre las ameba bajo las condiciones que se utilizan
habitualmente en nuestro ensayo de infeccion (MOI de ~100 bacterias/ameba). Con
respecto al aumento en la internalizacion de nuestras cepas mutantes de S. Typhimurium
en D. discoideum, cabe mencionar que este es un fenotipo que ya habiamos evaluado con
anterioridad en otras cepas mutantes en genes relevantes para la virulencia de Salmonella,
como AinvA4 y AssaD, genes estructurales de los SST3spi-1 y SST3sp1-2 respectivamente y
la triple mutante AtatABC, que corresponden a genes estructurales del sistema de
translocacion de proteinas TAT (Riquelme et al. 2016; Urrutia et al. 2018). En base a los
antecedentes mencionados, creemos que cepas mutantes en genes relevantes para la
virulencia de S. Typhimurium, generan que esta bacteria patégena sea mas susceptible a

ser fagocitada por D. discoideum. Por otro lado, también se ha reportado que al infectar
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células dendriticas con una cepa de S. Typhimurium que tiene el SST3spi-1 inactivo,
presenta una mayor internalizacion comparada con la cepa silvestre (Bueno et al. 2010),

lo que sustentaria ain mas nuestras observaciones.

Posteriormente, evaluamos la supervivencia intracelular de las distintas cepas de
S. Typhimurium en D. discoideum y observamos que tanto AsopB, AsptP como ApphB
presentan defectos en la supervivencia intracelular a todos los tiempos post infeccion
evaluados (Figura 9A). Por lo tanto, SopB, SptP y PphB son requeridos para la
supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum. Es importante destacar
que no se observd ningun efecto en la viabilidad de la ameba durante el curso de las
infecciones (Figura 9B), lo que indica que los fenotipos mostrados por las diferentes
cepas no son atribuibles a cambios en el nimero de amebas viables durante el transcurso
del ensayo. Por el contrario, en cuanto al rol de SopB, SptP y PphB de S. Typhimurium
en macrofagos RAW264.7, nuestros resultados mostraron que las mutantes AsopB, AsptP
y ApphB no generan diferencias en la internalizacion con respecto a la cepa silvestre
(Figura 10), mientras que la cepa mutante AaroA presenta un aumento en su
internalizacion respecto a la cepa silvestre (Figura 10). Asi mismo, nuestros resultados
mostraron que estas cepas mutantes no generan efectos en la supervivencia intracelular
comparadas con la cepa silvestre (Figura 11), mientras que la cepa mutante AaroA si
presento defectos en la supervivencia intracelular (Figura 11). Por lo tanto, SopB, SptP y
PphB no serian requeridos para la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en

macrofagos RAW264.7 bajo las condiciones experimentales utilizadas en esta tesis.
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Con anterioridad, habiamos reportado que la cepa mutante Aarod de
S. Typhimurium presenta mayor internalizacion y posteriormente defectos en la
supervivencia intracelular en D. discoideum comparado con la cepa silvestre, mientras que
la cepa mutante AphoN presentd una internalizacién y supervivencia intracelular
comparables a la cepa silvestre (Urrutia et al. 2018). Ademas, en otros hospederos esta
bien documentado que la cepa mutante AaroA4 de S. Typhimurium y de otros serovares de
Salmonella presentan una fuerte atenuacion en diferentes modelos de infeccion, tanto in
vivo en terneros, pollos y ratones BALB/c, como in vitro en células epiteliales Caco-2,
HT-29, macrofagos murinos RAW264.7 y monocitos humanos U937 (Cooper et al. 1990;
Fields et al. 1986; Hoiseth and Stocker 1981; Lowe et al. 1999; Stocker et al. 1983). Por
su parte, se ha reportado en D. discoideum que la cepa mutante AphoN no es una cepa
atenuada en este organismo modelo (Riquelme et al. 2016; Varas et al. 2018; Urrutia et
al. 2018). Por este motivo, los resultados obtenidos con las cepas atenuada y no atenuada
AaroA y AphoN respectivamente en S. Typhimurium, fueron esperados y validaron

nuestras observaciones.

En cuanto a nuestros resultados con las cepas mutantes AsopB, AsptP 'y ApphB, si
bien se ha reportado que SopB y SptP son importantes proteinas efectoras de
S. Typhimurium que participan en la colonizacién intestinal in vivo en ratones BALB/c
(Reynolds et al. 2011) y para la supervivencia intracelular en células epiteliales in vitro
(Murli et al. 2001; Rodriguez-Escudero et al. 2011), la contribucion de proteinas efectoras
del SST3spi-1 en células fagociticas no es del todo claro. Se ha descrito que SopB es
requerida para el crecimiento intracelular de S. Typhimurium en macréfagos murinos

derivados de médula 6sea (Hernandez et al. 2003), que es similar al fenotipo que
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observamos en D. discoideum. Por otro lado, al infectar macrofagos RAW264.7 con
S. Typhimurium, SopB favorece la produccion de 6xido nitrico a través de la 6xido nitrico
sintasa en la célula hospedera, proceso que anteriormente se pensaba que s6lo era regulado
por el SST3sp1-2 y sus efectores (Drecktrah et al. 2005). Ademas, tanto el RNA mensajero
como la proteina SopB persisten muchas horas posterior a la internalizacion del patogeno
en estos macréfagos (Drecktrah et al. 2005), sugiriendo un rol en etapas posteriores de la
infeccion. Por otro lado, se ha reportado que la cepa mutante AinvC de S. Typhimurium
(que posee un SST3spi-1 no funcional) presenta una internalizacion significativamente
mayor en células dendriticas en comparacion con la cepa silvestre (Bueno et al. 2010).
Esto nos indica la importancia del SST3sp1-1 en células dendriticas, ya que defectos en este
sistema generan que S. Typhimurium sea mas susceptible a ser fagocitada. Ademas,
ratones C57BL/6 infectados con la cepa mutante AinvC mostraron una reducida
colonizacién en higado, bazo y nodulos linfaticos (Bueno et al. 2010), sugiriendo que el
SST3spi-1 de S. Typhimurium es importante para la diseminacion sistémica en este modelo
de infeccion. Por lo tanto, y en base a estos antecedentes, es plausible que el SST3spr.1y
sus proteinas efectoras podrian cumplir un rol en virulencia en macréfagos y células
dendriticas; sin embargo, no se ha logrado establecer las condiciones experimentales in

vitro adecuadas.

En conjunto, nuestros resultados indican que S. Typhimurium requiere de las
proteinas efectoras SopB, SptP y PphB para sobrevivir intracelularmente en la ameba
D. discoideum, pero no requiere estos efectores para sobrevivir en macréfagos murinos
bajo las condiciones experimentales utilizadas. Por otra parte, considerando que PphB es

una proteina no caracterizada de S. Typhimurium, es importante destacar que en este
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trabajo de tesis se reporta por primera vez un rol para PphB en la virulencia de Salmonella.
Ademas, es la primera vez que se reporta un rol para SopB, SptP y PphB en la

internalizacion y supervivencia intracelular de Salmonella en protozoos.

12.3 Rol de las proteinas efectoras SopB, SptP y PphB de S. Typhimurium en el

control de la autofagia

Las infecciones por Salmonella siguen siendo una amenaza para la salud publica
debido a su transmisibilidad y su capacidad de evadir los mecanismos de la célula
hospedera para controlar la infeccion. En este contexto, se ha demostrado que la autofagia
desempefia un papel importante en la infeccion por bacterias patdgenas intracelulares en
macrofagos y células epiteliales. De hecho, se ha descrito que las células hospederas
pueden usar la autofagia para eliminar infecciones causadas por Mycobacterium,
Salmonella y Francisella (Chiu et al. 2009; Owen and Casanova 2015; Thurston et al.
2009). Por su parte, los patogenos intracelulares como Salmonella han desarrollado
herramientas para modular etapas especificas del proceso de autofagia (Deretic and
Levine 2009), pudiendo establecer un nicho replicativo que permita una colonizacion
eficiente del hospedero. A pesar de los grandes avances obtenidos en la comprension del
papel que juega la autofagia en la respuesta celular frente a bacterias patdgenas, no existe
un conocimiento acabado respecto a los mecanismos moleculares que utilizan las bacterias

patogenas para modular este proceso fisiologico.
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En este trabajo de tesis observamos que, tanto en macréfagos RAW264.7 como en
D. discoideum, la cepa mutante AsopB de S. Typhimurium generd una mayor acumulacioén
de autofagosomas comparado a la cepa silvestre, siendo ésta una respuesta autofagica
activa (flujo autofagico) (Figuras 12, 13, 14 y 15). Estos resultados sugieren que SopB
de S. Typhimurium contribuye en la inhibicion de la respuesta autofagica en macrofagos
RAW264.7 y D. discoideum. Ademas, en cuanto a las vias de sefalizacion intracelular
que regulan autofagia, los resultados obtenidos sugieren que SopB contribuye en la
inhibicion de la autofagia en macréfagos murinos, tomando control de la via de
sefnalizacion AKT/mTORCI1 (Figuras 16A, B y D). Con respecto a la contribucion en la
inhibicion de la autofagia por S. Typhimurium, nuestros resultados fueron consistentes
con lo reportado en la literatura. De hecho, se habia reportado que SopB de
S. Typhimurium es un fuerte activador de AKT en células epiteliales HeLa. Esto lo haria
con la finalidad de bloquear o retrasar la apoptosis en la célula hospedera infectada
(Cooper et al. 2011; Marcus et al. 2001; Roppenser et al. 2013). Otras observaciones
asociadas a SopB sugieren un rol para este efector en el mantenimiento de la VCS. Por
ejemplo, se ha descrito que en células epiteliales HelLa, SopB recluta a la PI3K de tipo 3
a la VCS por medio de Rab5 (Mallo et al. 2008). Esto es muy importante, ya que la PI3K
de tipo 3 de la célula hospedera es una enzima encargada de generar
fosfatidilinositol-3-fosfato para iniciar la elongacion, nucleacion y maduracion de la doble
membrana que va a formar los autofagosomas (Figura 3). De esta forma, SopB ademas
de regular de forma negativa la autofagia al contribuir en la activacion de AKT y mTORC1
(Figuras 14, 15y 16A, B y D), estaria secuestrando la PI3K de tipo 3 para reparar la VCS
(Mallo et al. 2008). Este proceso seria necesario ya que se ha reportado que durante la

infeccion con S. Typhimurium se genera un dafio en la membrana de la VCS debido a la
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accion del SST3spr-1, lo que deriva en el reclutamiento del sistema de conjugacion Atgl2,
el cual es esencial para mantener la integridad de la membrana de la VCS. De esta forma,
se asegura la acidificacion y maduracion de este compartimiento vacuolar, lo que permite
una correcta expresion de los genes del SST3spi2 necesarios para la supervivencia del
patogeno en su interior de (Kreibich et al. 2015). Finalmente, se describié que SopB
genera la acumulacion de fosfatidilinositol 3-fosfato en la membrana de la VCS, lo que
altera el reclutamiento de moléculas asociadas al trafico endocitico de la célula hospedera,
evitando la fusion de la VCS con los lisosomas (Bakowski et al. 2010; Terebiznik et al.

2002).

Por su parte, la cepa mutante AsptP de S. Typhimurium gener6 una disminucion
en la acumulacion de autofagosomas comparado a la cepa silvestre, pero igualmente
existiendo una autofagia activa (flujo autofagico) (Figuras 12, 13, 14 y 15), sugiriendo
que SptP de S. Typhimurium estimula la respuesta autofagica en macréfagos RAW264.7
y D. discoideum. Ademas, nuestros resultados sugieren que SptP de S. Typhimurium
contribuye en la estimulacion de la autofagia en macréfagos RAW264.7 regulando
negativamente la proteina AKT, pero de forma independiente de la proteina mTORCI1
(Figuras 14,15y 16A, By D). Si bien se ha reportado en S. Typhimurium que SptP puede
inactivar la proteina ERK en células epiteliales (Lin et al. 2003; Murli et al. 2001), también
se ha reportado que YopH, una proteina de Yersinia enterocolitica que es homologa a
SptP, puede inactivar la proteina AKT en la linea de macroéfagos murinos J774-Al
(Sauvonnet et al. 2002). Por otro lado, nuestros resultados respecto a la proteina ERK
sugieren que SptP de S. Typhimurium no contribuye en su regulacién en macrofagos

murinos (Figuras 16A y C). Ademas, nuestros resultados sobre la regulacion de AKT por
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SptP son consistentes con los datos reportados para YopH de Y. enterocolitica en
macrofagos. Sin embargo, la contribucidon de SptP en la regulacion positiva de la autofagia

de forma independiente a mTORC1 es un poco mas compleja.

Sabemos que la autofagia es regulada por la via PI3K/AKT/mTORC1, donde AKT
activa a mTORCI y este ultimo hiperfosforila al complejo ULK, inhibiendo el inicio de
la autofagia (Figura 4) (Paquette et al. 2018). A pesar de esto, algunos trabajos han
reportado una activacion de la autofagia que es independiente de mTORCI1. Uno de estos
trabajos muestra que AKT puede regular negativamente a la proteina AMPK en células
eucariontes (Hardie and Ashford 2014). La proteina AMPK responde a bajos niveles de
energia celular, regulando directamente el inicio de la autofagia, activando al complejo
ULK de forma independiente de mTORCI1 (Figura 4) (Paquette et al. 2018). Por otro
lado, se ha reportado que AKT puede activar una fosfodiesterasa (PDE3), regulando la
acumulacion de cAMP (Komalavilas et al. 2001), un segundo mensajero que en conjunto
con Beclin-1 pueden activar directamente el inicio de la autofagia (Ugland et al. 2011).
Finalmente, también se ha reportado que AKT puede activar al factor transcripcional
CREB (Amaravadi 2015), lo que contribuye en la transcripcion de genes de respuesta a
autofagia, como Atg3, Atg5, Atg7, Beclin-1 y ULK (Fiillgrabe et al. 2014). Por lo tanto,
estos antecedentes nos indican que es posible que SptP de S. Typhimurium regule
positivamente la autofagia de una forma dependiente de AKT, pero independiente de

mTORCI1.

Por otro lado, si bien la cepa mutante ApphB no gener6d cambios en la cantidad de

autofagosomas por célula comparada a la cepa silvestre, la cepa mutante ApphB
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transformada con el plasmidio ppphB, mostr6 una disminucién en la cantidad de
autofagosomas por célula (Figuras 12 y 14), reflejando que esta proteina no cumple un
rol fisiologico en la modulacion de la autofagia en D. discoideum y en macrofagos
murinos. Ademas, en base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, hemos
determinado que la serina/treonina fosfatasa hipotética de Sa/monella PphB no contribuye
en la regulacion de la autofagia, o en tomar control de vias de sefializacion intracelular
que regulan este proceso fisiologico en macrofagos RAW264.7, en las condiciones

evaluadas (Figuras 16A y C).

Es importante destacar que nuestros resultados mostraron que al infectar con
cualquiera de nuestras cepas de S. Typhimurium ocurre una mayor deteccion de p-ERK1/2
comparado al control sin infectar (Figuras 16A y C). Ademas, tanto SopB como SptP y
PphB de S. Typhimurium no contribuyen en la regulacién de la proteina ERK1/2 en
macrofagos murinos (Figuras 16A y C). Estos resultados pueden ser explicados en base
a que, en esencia, Salmonella genera una respuesta inflamatoria durante su proceso
infectivo (Hansen-Wester and Hensel 2001; Haraga et al. 2008). De hecho, se ha reportado
que S. Typhimurium genera la activacion de NFkB y la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias en macrofagos murinos derivados de médula osea (Rolhion et al. 2016).
Por otro lado, se ha reportado que la regulacion rio abajo de ERK1/2 genera la inhibicion
del inhibidor de kB (IxB), contribuyendo asi en la activacion del factor NFkB en células
epiteliales PC3 y macrofagos RAW264.7 (Chen et al. 2016; Sun et al. 2017). Ademas,
NF«B es un importante factor transcripcional que regula positivamente la expresion de

interleuquina 8 (IL-8), una citoquina de caracter pro-inflamatoria (Elliott et al. 2001). Por
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lo tanto, nuestros resultados son coherentes con la contribucién de Salmonella en la

respuesta inflamatoria.

Cabe mencionar que en esta tesis no se logrd evaluar la contribucion de estas
proteinas efectoras en la modulacion de las vias de sefnalizacion que regulan autofagia en
al ameba D. discoideum, siendo esta una limitante del estudio. Si bien se utilizaron
anticuerpos comerciales reactivos contra humano, rata y raton que reconocen las proteinas
AKT, ERK1/2, mTOR vy sus formas fosforiladas activas, fue imposible analizar y detectar
estas proteinas en D. discoideum. En base a estas observaciones, resulta evidente la
necesidad de contar con anticuerpos comerciales que reconozcan especificamente estas
proteinas en D. discoideum o en su defecto, generar sueros de animales que han sido
inmunizados con epitopes clonados de estas proteinas, para entender los aspectos

moleculares en la regulacion de la autofagia en este organismo modelo.

Por su parte, en este trabajo hemos visto una dindmica molecular donde SopB y
SptP presentan roles opuestos en macrofagos murinos. Observamos que en macréfagos
RAW264.7, SopB contribuye en la activacion de AKT y mTORCI, regulando
negativamente la respuesta autofagica. Por otro lado, SptP contribuye en la inactivacion
AKT, regulando positivamente la respuesta autofigica de forma independiente de
mTORCI. No es algo extraiio que Salmonella utilice factores de virulencia con funciones
antagonicas, ya que se ha reportado que Salmonella también toma control de otros
procesos fisioldgicos, como la polimerizacion del citoesqueleto de actina en la célula
hospedera (Fu and Galan 1998). En primer lugar, las proteinas efectoras SopE y SopB

activan las GTPasas Cdc42, Racl y RhoG en la célula hospedera. Esto conduce a la
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reorganizacion del citoesqueleto de actina, generando ondulaciones en la membrana
plasmatica que favorecen la internalizacion bacteriana por macropinocitosis en las células
epiteliales (Rodriguez-Escudero et al. 2011). Curiosamente, se ha demostrado que luego
de este proceso el citoesqueleto de actina recupera su arquitectura normal por accion del
efector SptP, que ejerce un efecto antagonico al de SopE y SopB al participar en la
inactivacion de las GTPasas Cdc42 y Racl (Murli et al. 2001). Ademas, se ha reportado
un control similar en la induccion de la inflamacion durante el proceso infectivo de
Salmonella. Si bien se ha reportado que Salmonella induce inflamacion del tejido
intestinal durante el proceso infectivo (Hansen-Wester and Hensel 2001; Haraga et al.
2008), recientemente se ha reportado un efecto anti-inflamatorio generado por el factor de
virulencia SarA de S. Typhimurium, contribuyendo en la activacion del factor
transcripcional STAT3, que posteriormente estimula la transcripcion de interleuquina 10
(IL-10) in vitro en una linea celular linfoblastoide e in vivo en ratones C57BL/6 (Jaslow

et al. 2018).

Por otro lado, al analizar nuestros resultados con relacion a la autofagia, al infectar
tanto D. discoideum como macréfagos murinos con cualquiera de nuestras cepas de
S. Typhimurium observamos un aumento en la autofagia comparado a las células sin
infectar (Figuras 13 y 15). También observamos que no todas las bacterias intracelulares
colocalizaron con los autofagosomas. Una observacion similar fue reportada
anteriormente cuando se infectd células HeLa con S. Typhimurium, mostrando que sélo
el 20% de las bacterias intracelulares colocalizaban con la maquinaria de autofagia
(Birmingham et al. 2006). Ademas, anteriormente habiamos reportado que

S. Typhimurium tiene la capacidad de replicarse intracelularmente en D. discoideum a las
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24 h post infeccion en un ensayo en el que la infeccion se mantuvo en un buffer sin
nutrientes (Urrutia et al. 2018). Analizando en conjunto nuestros resultados y los
antecedentes presentados, creemos que Salmonella se beneficia de los nutrientes

generados por accion de la autofagia, para sobrevivir y proliferar intracelularmente.

Al comparar los resultados obtenidos al infectar D. discoideum y macréfagos
murinos con distintas cepas de S. Typhimurium, observamos que en ambas células
fagociticas el factor de virulencia SopB inhibe el proceso de autofagia, mientras que SptP
estimula dicho proceso, apoyando la idea que durante la evolucion esta bacteria patégena
se entrend en manipular procesos celulares eucariontes a partir de su interaccion con
protozoos predadores, para posteriormente utilizarlos para su interaccion con los
macrofagos. Estas observaciones también apoyan la idea que los genes implicados en la
supervivencia intracelular de Salmonella en células de hospederos animales también
serian necesarios para su interaccion con amebas de vida libre, sugiriendo que
S. Typhimurium utiliza un conjunto comun de genes para sobrevivir dentro de amebas y
macrofagos. Si bien se ha estudiado bastante sobre los mecanismos moleculares que
utiliza Salmonella para sobrevivir en los macrofagos, dichos mecanismos son pobremente

entendidos en protozoos.

A pesar que S. Typhimurium modula la autofagia en D. discoideum y en
macrofagos murinos, nuestros resultados muestran que dicho proceso repercute en la
supervivencia intracelular del patégeno solo en D. discoideum. Estas observaciones
sugieren que la autofagia es el principal mecanismo de defensa de esta ameba contra

Salmonella, a diferencia de lo que ocurriria en macréfagos murinos, lo que podria dar
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cuenta de las diferencias observadas en la supervivencia intracelular de esta bacteria en
ambas células fagociticas. En cuanto a esto, se ha reportado que el proceso de autofagia
es determinante para el ciclo de vida de D. discoideum, ya que la muerte celular de esta
ameba esta dirigida integramente por medio de este proceso fisiologico (Levraud et al.
2003; Tresse et al. 2008). Asimismo, se ha reportado que la autofagia es importante para
la eliminacion de bacterias patdégenas como Salmonella (Jia et al. 2009). Por el contrario,
si bien se ha estudiado bastante sobre los mecanismos moleculares que utiliza Salmonella
para sobrevivir dentro de los macréfagos, no se conoce el real impacto de la autofagia
como proceso requerido para el control de patégenos intracelulares. Ademas, hay que
considerar que en esta tesis caracterizamos dos efectores de S. Typhimurium, SopB y
SptP, que modulan este proceso fisiologico; sin embargo, esta bacteria cuenta con otras
proteinas efectoras que podrian tomar control de la autofagia para ejercer un efecto en los
macrofagos, y que al parecer no serian necesarios en D. discoideum. Por ejemplo,
recientemente se reportd que la proteina efectora SopF de S. Typhimurium ADP-ribosila
una vATPasa presenta en la VCS, impidiendo el reclutamiento de la maquinaria
autofagica y, por consecuencia, inhibiendo este proceso fisioldgico, lo que finalmente
contribuiria a la replicacion intracelular de S. Typhimurium en células epiteliales HeLa
(Xu et al. 2019). Considerando que SopF es secretado por S. Typhimurium dutante la
infeccion de macrofagos J774.A1 (Lau et al. 2019), este efector podria contribuir en la

supervivencia de S. Typhimurium modulando la autofagia en macr6fagos murinos.
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12.4 Modulacion de la autofagia mediada por las proteinas efectoras SopB y SptP de

S. Typhimurium durante la infeccion de macrofagos murinos

Durante la infeccion de una célula eucarionte con una bacteria patdogena
intracelular, el desbalance de la autofagia puede generar dos escenarios: por una parte, se
ha reportado que al infectar con S. Typhimurium cepas de D. discoideum deficientes en
autofagia, las bacterias intracelulares proliferaron de una manera excesiva, generando la
rapida muerte de la célula hospedera (Jia et al. 2009). Ademas, al infectar con
S. Typhimurium macrofagos RAW264.7 que fueron tratados con el inductor de autofagia
rapamicina, éstos eliminaron por completo las bacterias intracelulares (Chiu et al. 2009).
Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos en esta tesis sobre las funciones
antagonicas de SopB y SptP en la regulacion de la autofagia, mas los antecedentes
reportados, proponemos un modelo donde Salmonella modula la autofagia manteniendo
un balance de este proceso fisioldgico durante la infeccidon, para obtener nutrientes y
generar un nicho replicativo estable (Figura 17). En condiciones normales, ciertas sefiales
extracelulares, activan a un receptor que posee actividad tirosina quinasa (RTK)
localizado en la membrana plasmatica de la célula eucarionte. Posteriormente, la PI3K de
tipo 1 reconoce las tirosinas fosforiladas del receptor y es reclutada a la membrana
plasmatica para generar PIP3 a partir de PIP2. Asi, tanto la proteina PDK1 como AKT
son reclutadas a dicha membrana por medio del dominio homologo a pleckstrina (PH) que
reconoce el PIP3. De esta manera, las proteinas PDK1 y mTORC?2 fosforilan a la proteina
AKT para activarla. La proteina AKT activa, genera la activacion de mTORCI1 para
finalmente inhibir el inicio de la autofagia. Durante la infeccion con S. Typhimurium, la

proteina efectora SopB favorece la generacion de PIP3, generando la activacion de AKT,
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mTORCI1 y la consecuente inhibicion de la respuesta autofagica. Por el contrario, la
proteina efectora SptP contribuye en la regulacion negativa de AKT por un mecanismo
todavia desconocido, generando la estimulacion del proceso de autofagia de forma
independiente de mTORCI1. De esta forma, Salmonella modularia la autofagia en su

beneficio para obtener los nutrientes generados a partir de este proceso fisiologico celular

(Figura 17).
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Figura 17. Modulacion de la autofagia en macréfagos RAW264.7 mediada por los
efectores SopB y SptP de S. Typhimurium. La modulaciéon de la autofagia por
S. Typhimurium es contribuida por dos factores de virulencia, por un lado SopB
contribuye a la inhibicion de la autofagia de forma dependiente de AKT y mTORCI,
mientras que SptP contribuye en la estimulacion de la autofagia de forma dependiente de
AKT, pero independiente de mTORCI. Esta regulacién de la autofagia permitiria la
supervivencia intracelular de S. Typhimurium y su replicacion intracelular, probablemente
evitando la eliminacidn bacteriana y permitiendo la obtencion de nutrientes generados por
la autofagia.

95



II.

I1I.

IV.

VL

VIIL.

13. CONCLUSIONES

Los factores de virulencia SopB, SptP y PphB contribuyen a la supervivencia

intracelular de S. Typhimurium en la ameba D. discoideum.

Los factores de virulencia SopB, SptP y PphB no contribuyen a la supervivencia

intracelular de S. Typhimurium en macro6fagos murinos.

El factor de virulencia SopB de S. Typhimurium contribuye en la inhibicion del

proceso de autofagia en D. discoideum y macrdéfagos murinos.

El factor de virulencia SopB de S. Typhimurium contribuye en la regulacion

positiva de la via AKT/mTORCI1 en macréfagos murinos.

El factor de virulencia SptP de S. Typhimurium contribuye en la estimulacion del

proceso de autofagia en D. discoideum y macrdéfagos murinos.

El factor de virulencia SptP de S. Typhimurium contribuye en la regulacion

negativa de AKT en macrofagos murinos.

El factor de virulencia PphB de S. Typhimurium no contribuye en la modulacién
de la autofagia en D. discoideum y macréfagos murinos o en las vias de

sefalizacion que regulan este proceso en macrofagos murinos.
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Finalmente, nuestros resultados indican que los factores de virulencia SopB, SptP
y PphB de S. Typhimurium contribuyen a la supervivencia intracelular de este patdogeno
en la ameba D. discoideum, pero no en macrofagos murinos. A pesar de esta diferencia,
en ambas células fagociticas SopB inhibe la autofagia, mientras que SptP estimula este
proceso fisiologico, sugiriendo que la autofagia es el principal mecanismo de defensa de

D. discoideum contra Salmonella, a diferencia de lo que ocurriria en macréfagos murinos.
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