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. RESUMEN GENERAL

Staphylococcus aureus, al desarrollar infecciones, se encuentra expuesto a
moléculas de sefalizacion del hospedero; entre ellas se incluyen hormonas, citocinas,
quimiocinas del sistema inmune, asi como sustancias secretadas por la microbiota que
coexiste en el nicho humano. S. aureus, al infectar, causa inflamacion y estimula la
secrecion de senales del sistema inmunoldgico, que son las primeras moléculas a las
que se encuentra expuesto. Estas sefiales se perciben desde las biopeliculas adheridas
a los tejidos infectados e incluso antes de su formacién. En este trabajo se analizé si S.
aureus responde a sefales inmunomoduladoras como las citocinas TNFa, IL-1 o IL-10,
mediante la determinacién de la viabilidad celular y la estructura de las biopeliculas in
vitro en cepas de S. aureus ATCC 27543 y USA 300. Asi mismo, se evaluaron los niveles
de expresion de los reguladores globales de la expresidn (agrA, arnlll, saeR, sarA, sigB)
involucrados en el control de la virulencia de la bacteria. Todas las citocinas utilizadas
redujeron la viabilidad bacteriana tanto de la fase sésil como planctonica de una manera
dependiente de la dosis, en concentraciones entre 0,1-100 ng/ml. También generaron
cambios estructurales especificos de cada citocina en las biopeliculas, principalmente en
el grosor, la proporcidén de células muertas y la presencia de canales. Bajo el efecto de
IL-1B, los niveles de expresion de agrA, saeR, sigB disminuyeron; la expresion de arnll/
aumento, en cambio, la transcripcion de sarA no presenté cambios respecto a gyrA. Ante
TNFa, los niveles de expresion de todos los genes analizados se incrementaron; sin
embargo, sélo arnlll y sigB presentaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a gyrA. Con IL-10, se incrementaron los genes del sistema Agr (agrA 'y amlll),
mientras que saeR y sarA mostraron un nivel de expresion basal; por el contrario, sigB
disminuy6 su expresion considerablemente, en comparacion con el nivel de expresion
de gyrA. Las respuestas diferenciales para cada citocina y cepa sugieren la presencia de
receptores especificos y/o rutas de transduccion de sefales particulares. Con base en la
informacion reportada en la literatura, se disefid un modelo del posible mecanismo de
interaccion entre los reguladores globales analizados en este trabajo. La respuesta de S.
aureus ante las sefales del hospedero es importancia para dilucidar los mecanismos de
regulacion de la formacion de biopeliculas y disefar estrategias que permitan controlar

o evitar infecciones por dicha bacteria.



Palabras: Virulencia, patogenicidad, TNFa, IL-18, IL-10.
Il ABSTRACT

During infection, Staphylococcus aureus is exposed to a wide range of host-derived
signaling molecules, including hormones, cytokines, and chemokines of the immune
system, as well as other substances secreted by the microbiota that coexist in the human
niche. Infection by S. aureus triggers inflammation and the rapid release of immune
mediators, which represent the first host signals encountered by the bacterium. These
signals are perceived from biofilms attached to infected tissues, even before S. aureus
responds to immunomodulatory host signals such as the cytokines TNFa and IL-1 or IL-
10, by determining cell viability and biofilm structure in vitro in S. aureus strain ATCC
27543 and USA 300 that share a similar genetic background, as well as evaluating the
expression levels of global regulators of expression (agrA, rnalll, saeR, sarA, sigB)
involved in the control of bacterial virulence. All cytokines reduced bacterial viability in
both the sessile and planktonic phases in a dose-dependent manner at concentrations
ranging from 0,1-100 ng/ml. They also induced cytokine-specific structural changes in the
biofilms, primarily in the thickness, the proportion of dead cells, and the presence of
channels. Under the effect of IL-13, the expression levels of agrA, saeR, and sigB
decreased; the expression of rnalll increased; however, the transcription of sarA
remained unchanged, as did that of gyrA. In response to TNFa, the expression levels of
all analyzed genes increased; however, only rnalll and sigB showed statistically
significant differences compared to the reference gene. In contrast, IL-10 increased the
expression of genes in the Agr system (agrA and rlll). saeR and sarA showed basal
expression levels. sigB expression, on the other hand, decreased considerably compared
to gyrA. The differential response for each cytokine and strain suggests the presence of
a specific receptor for each cytokine and/or, perhaps, specific signal transduction
pathways. Based on information reported in the literature, a model of the possible
interaction mechanism between the global regulators analyzed in this work was designed
to study the response of S. aureus to host signals is of utmost importance to elucidate
the regulatory mechanisms of biofilm formation and to design strategies to control or

prevent infections by this bacterium.
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. INTRODUCCION GENERAL

El desarrollo de una enfermedad infecciosa depende tanto de la expresion de
factores de virulencia de las bacterias como de la respuesta inmunoldgica del hospedero
y de las condiciones ambientales (Jenul y Horswill, 2019). Con respecto al primer punto,
se han realizado multiples investigaciones para mejorar la comprension de la
patogénesis de diversas bacterias, que afectan tanto a los humanos como a los animales.
A pesar de las investigaciones realizadas, para intentar disminuir la frecuencia de casos
presentes en todo el mundo, la carga de las infecciones por bacterias como
Staphylococcus aureus sigue en aumento, quiza el éxito de esta bacteria se debe a que
puede permanecer entre el 15-30 % de poblacion, como parte de los microorganismos
comensales en la piel, axilas, garganta, sin ocasionar enfermedades; el 70 % restante,
al menos han sido colonizados de forma intermitente y cuando el sistema inmunolégico
del hospedero se ve comprometido o reprimido, esta bacteria se vuelve un patégeno
oportunista y coloniza a su hospedero para producir infecciones desde leves, agudas,

cronicas y persistentes (Howden et al., 2023).

3.1 Staphylococcus aureus

S. aureus fue descubierto en 1880 por el cirujano Alexander Ogston (nacido en
Escocia, Reino Unido), al observar un absceso de un paciente al microscopio, encontro
que el pus producido en las heridas quirurgicas era generado por esta bacteria,
introduciendo el término Staphylococcus, del griego “staphylo”, que significa racimo de
uvas (Pasachova et al., 2019). Esta especie bacteriana presenta morfologia cocoide y
forma aglomeraciones, las colonias son de un tono amarillo-dorado, del cual deriva su

nombre especifico, “aureus”.

Los estafilococos son un amplio grupo de bacterias Gram-positivas, cuyo diametro
oscila entre 0.5 y 1.5 micras agrupados como células unicas, en pares, tétradas, cadenas
cortas o formando racimos de uvas (Zendejas et al., 2014). Son bacterias inmoviles, no
esporuladas, normalmente sin capsula, aunque existen cepas que desarrollan una
capsula (Bronner et al., 2004). S. aureus tiene una gran capacidad de adaptacion, debido

a que afecta a todas las especies conocidas de mamiferos, pudiendo transmitirse de una
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especie a otra, siendo frecuentes los casos de tipo zoonosis (Howden et al., 2023). De
aqui surge la importancia de su estudio puesto que, ademas de los animales, los
mecanismos de invasion también abarcan fémites y el contacto de persona a persona
(Zendejas et al., 2014).

De acuerdo con la tincion de Gram, se considera positiva, presenta la capacidad
de tolerar concentraciones considerables de soluto, por lo que se considera un
osmotolerante. Ademas, es un microorganismo aerobio o anaerobio facultativo a

temperaturas entre 18 y 40 °C (Taylor y Unakal, 2024).

Para su identificacion mediante pruebas bioquimicas, se incluyen: la de catalasa,
coagulasa, la fermentacion de manitol, las cuales son positivas (Bautista-Trujillo et al.,
2013).

S. aureus es una de las especies mas virulentas, ya que pese a ser un
microorganismo transitorio comensal y patdogeno oportunista, induce alteraciones en los
tejidos y produce lesiones localizadas con supuracion y cicatrizacion, es responsable
tanto de infecciones de la piel y tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan
con la vida (endocarditis, sepsis, osteomielitis) (Touaitia et al., 2025). El impacto de las
cepas de S. aureus sobre la salud es la resistencia que pueden presentar a multiples
antibidticos, sobre todo a la meticilina (MRSA), cuya aparicion y propagacién han hecho
que el manejo y la terapia efectivos de estas infecciones sean cada vez mas

problematicos (Gao et al., 2022).

Algunas cepas de S. aureus portan el casete SCCmec en el cromosoma bacteriano,
el cual codifica para la proteina PBP-2a que se une a la penicilina, cataliza la produccion
de peptidoglicanos, por lo que PBP-2a cataliza la sintesis de la pared celular bacteriana
incluso en presencia de muchos antibioéticos. El casete SCCmec presenta polimorfismos
estructurales que son utiles para la genotipificacion de S. aureus (Oliveira y de Lencastre,
2002).

Actualmente se conocen 14 tipos diferentes de casete SCCmec (Uehara, 2022).
Como resultado de la transferencia horizontal de genes, existen cepas de S. aureus

resistentes a multiples antibiéticos, entre ellos macrdlidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas,
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B-lactamicos, por ejemplo: ampicilina, meticilina, nafcilina, oxacilina; cefalosporinas y

vancomicina, entre otros (Kasela et al., 2023; Taylor y Unakal, 2024; Guo et al., 2022).

3.2 Patogénesis de S. aureus

La patogenicidad de S. aureus se debe principalmente a su repertorio de factores
de virulencia especificos y genes de resistencia antimicrobiana (Constanza et al., 2017).
Asimismo, para adaptarse a los diferentes nichos ecoldgicos del hospedero, es capaz de
controlar su expresién génica, en particular a través del locus agr (gen regulador
accesorio), que codifica un sistema de deteccion de quorum y en respuesta a la
sefializacion célula-célula, da lugar a la formacion de biopeliculas (Jenul y Horswill, 2019;
Ramond et al., 2022). Las biopeliculas son comunidades microbianas que se mantienen
unidas a una superficie, rodeadas por una matriz extracelular constituida generalmente
por exopolisacaridos, proteinas y ADN o ARN extracelular. El papel de la biopelicula
autoproducida o sustancia polimérica extracelular (EPS), que tiene la finalidad de
proteger a las células de factores ambientales nocivos, incluidos los antibiéticos y el
sistema inmunitario del huésped (Schilcher y Horswill, 2020). En condiciones
intrahospitalarias, las biopeliculas han adquirido gran relevancia, ya que colonizan
dispositivos médicos incluidos implantes, catéteres, y también infecciones persistentes y

sepsis (Hochbaum et al., 2011; Ortega y Hernandez, 2018; Kamble y Pardesi, 2021).

S. aureus es uno de los principales agentes causales de infecciones tanto en
humanos como en animales en todo el mundo (Kasela et al., 2023). Este microorganismo
ocasiona infecciones de piel y tejidos blandos, impétigo, toxina de sindrome de shock
téxico (TSST1), neumonia, endocarditis, rinosinusitis, enfermedades autoinmunes (lupus
eritematoso), septicemia, bacteriemia (Peng et al., 2022; Guo et al., 2022; |drees et al.,
2021; Nasser et al., 2019). En bovinos produce la mastitis bovina, la cual es una de las
enfermedades mas importantes que afectan a la industria lactea, debido al deterioro de
la calidad de la leche, que provoca pérdidas econdmicas a los productores. La mastitis
bovina es la inflamacién de la ubre, causada por bacterias de diferentes géneros:
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Escherichia coli, entre otras (Marsilio et

al., 2018). S. aureus es una de las principales bacterias causantes de mastitis subclinicas
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y clinicas, crénicas o recurrentes en las vacas lecheras (Gianneechini et al., 2002).
Cuando S. aureus desarrolla una infeccidon en la glandula mamaria bovina, los
mecanismos de respuesta del sistema inmune innato del hospedero se activan; sin
embargo, la bacteria tiene la capacidad de evadir el sistema inmune e interactuar con
diferentes tipos celulares. Una vez infiltradas en el canal de la ubre, las bacterias se
multiplican y producen toxinas que causan la destruccion del tejido mamario,
disminuyendo el potencial productivo de la ubre (Marsilio et al., 2018). La eficacia de la
curacion es baja y no existe terapia efectiva para eliminar por completo la infeccion de
los cuartos mamarios infectados, otro aspecto a considerar es la habilidad de S. aureus
para evadir la respuesta inmune del hospedero y sobrevivir dentro de diferentes tipos
celulares de la glandula mamaria (GM) por un largo periodo sin causar una inflamacion
clinica (Pereyra et al., 2014). Varios factores incluidos los factores asociados a la pared
celular como 4acidos teicoicos glicosilados, factores de agregacion (coagulacién) y
receptores de células epiteliales facilitan la adhesién a las fosas nasales anteriores, que
pueden ser detectados por receptores tipo TLR 2 0 9, asi como NODs, para desarrollar
un proceso inflamatorio, sin embargo, esta bacteria es capaz de producir diversos
proteinas, enzimas y factores de virulencia que le permiten evadir los mecanismo defensa
del sistema inmunoldgico (Cheung et al., 2021; Nasser et al., 2019). El contacto con los
animales infectados aumenta la propagacion; ademas, el uso excesivo y descontrolado
de antibidticos puede promover resistencia en las bacterias, lo que podria ocasionar la
pérdida de los animales (Pereyra et al., 2014). Investigar los mecanismos de interaccion
de S. aureus con el sistema inmune del hospedero permitira identificar blancos para
disefiar nuevas alternativas preventivas o curativas, que ayuden a evitar, disminuir o
eliminar infecciones causadas por este microrganismo.

La virulencia de S. aureus es un proceso complejo y multifactorial producto de
factores expresados coordinadamente durante las diferentes fases, como la colonizacion,
evasion de las defensas del hospedero, multiplicidad y diseminacion bacteriana (Kasela
et al., 2023; Nasser et al., 2019). En el proceso infeccioso, los factores de la pared celular
bacteriana y los receptores de las células epiteliales, facilitan la adhesion y la colonizacion
de S. aureus, mediante enzimas, toxinas y estrategias para evadir el sistema inmunitario,

estas enzimas lisan los componentes celulares, evaden el sistema inmunitario a través
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de antigenos de superficie como la SpA y proteinas de union a inmunoglobulinas (Sbi)
(Nasser et al., 2019).

Las estrategias de esta bacteria se pueden dividir en cinco grupos: a) Inhibir la
extravasacion, activacion y quimiotaxis de neutrofilos; b) Evitar la fagocitosis, por
agregacion en estructuras de superficie, y formacién de biopeliculas; c) Inhibir la
eliminacion por especies reactivas de oxigeno (ROS); d) Destruccién de neutréfilos
mediante toxinas y e) La inactivacion de los péptidos antimicrobianos por degradacion
proteolitica (Cheung et al., 2021; Nasser et al., 2019). Sin embargo, esta bacteria se
adapta a las condiciones adversas del entorno para sobrevivir y permanecer en diferentes
nichos ambientales. S. aureus ha desarrollado una red reguladora para controlar la
produccion de factores de virulencia (Cheung et al., 2021), conocidos como genes

accesorios (Peng et al., 2022; Jenul y Horswill, 2019).

El mecanismo de deteccion del quérum (quorum sensing) regula la expresion de
genes asociados a la virulencia en bacterias, por lo que seria un punto importante para

el disefio de nuevos métodos terapéuticos.

3.3 Regulacion de la virulencia

Los reguladores de virulencia mas estudiados en S. aureus son los sistemas de dos
componentes o reguladores transcripcionales, Agr, SaeRS, ArISR, SrrAB, Rot, MgrA,
CodY y LytRS (Fig. 1) (Tan et al., 2018; Schilcher y Horswill, 2020; Idrees et al., 2021;
Peng et al., 2022; Menard et al., 2022; Li et al., 2023).

La expresion de estos reguladores varia entre genotipos; se ha comparado el
genoma y la funcién en las cepas de S. aureus 502 y USA 300, cepa epidémica actual,
proporcionando informacion sobre las diferencias en su grado de invasion e

inmunogenicidad (Rasigade y Vandenesch, 2014).
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Figura 1. Red reguladora de factores de virulencia (Tomada de Peng et al., 2022), interconexion del
sistema Agr con otros sistemas regulatorios.

Los genes del sistema Agr de S. aureus estan codificados en un locus de 3.5 kb. El
locus consta de dos unidades transcripcionales divergentes (ARNII y ARNIII), reguladas
por dos promotores P2 y P3, respectivamente (Fig. 2). La transcripcion de ARNII contiene
los genes agrBDCA, que codifican las proteinas para la biosintesis, el transporte, la

percepcion de sefales y los reguladores de los genes que modulan.
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Figura 2. Sistema de deteccién de quorum de Staphylococcus. (Imagen tomada de Tan et al., 2018).
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3.3.1 Sistema regulador Agr

La cascada de senalizacion comienza con la transcripcion y traduccion de AgrD, el
propéptido precursor de 46 aminoacidos que origina la sefial de quorum. AgrD se secreta
y se modifica posterior a la traduccion, para dar origen al péptido autoinductor ciclico.
AgrB, es una endopeptidasa insertada en la membrana, que con la peptidasa sefal de
tipo | SpsB, que corta en el carboxilo terminal de la cisteina y genera modificaciones para
producir el anillo de tiolactona y transportar el péptido autoinductor (AlIP) al exterior de la
célula (Kavanaugh et al., 2007; Tan et al., 2018).

Los AIP varian en numero y residuos de aminoacidos dependiendo del tipo de
sistema Agr, 7 aminoacidos (Tipo lll), 8 aminoacidos (Tipo | y IV) y 9 aminoacidos (Tipo
[I) (Jenul y Horswill, 2019). Cuando la concentraciéon de AIP en el exterior se acumula,
los AIP se unen al receptor especifico que tiene una actividad de histidina quinasa
transmembranal (AgrC), lo que provoca una autofosforilacion e inicia la cascada de

transduccion de sefiales en el citoplasma (Novick y Geisinger, 2008; Tan et al., 2018).

AgrC fosforila al regulador transcripcional de respuesta AgrA, que, a su vez, induce
la expresion de arnlll a partir del promotor P3 (Novick y Geisinger, 2008; Schilcher y
Horswill, 2020). ARNIII es un ARN regulador, que es el principal efector del sistema QS,
que controla de forma positiva la expresion de proteinas secretadas, como toxinas y
exoenzimas, ademas de reprimir varios genes que codifican proteinas de adhesion
asociadas a la superficie (Schilcher y Horswill, 2020; Cheung et al., 2021). El incremento
del ARNIII reprime la traduccién del represor de toxinas (Rot) (Mootz et al., 2013; Menard
et al., 2022), que es uno de los reguladores de QS. Aunque la mayoria de los genes
controlados por QS estan regulados por ARNIII, algunos son regulados directamente por
AgrA. El segundo promotor del transcrito ARNII es reconocido por el regulador de
respuesta (AgrA) que provoca un incremento en la produccién del AIP y un proceso de
retroalimentacion positiva (Schilcher y Horswill, 2020). Ademas, los transcritos de los
genes de psm-ay psm-Ben S. aureus 'y S. epidermidis estan directamente regulados por
AgrA (Le et al., 2014; Schilcher y Horswill, 2020) asi como el gen hld, que codifica para
la toxina-d, ubicado dentro del marco de lectura abierto en sentido inverso del arnlll

(Schilcher y Horswill, 2020; Menard et al., 2022). El locus agr se ha utilizado para la
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caracterizacion molecular de S. aureus debido al polimorfismo de la region hipervariable
comprendida entre el extremo 3’ del gen agrBy el 5’ del gen agrC (Gilot et al., 2002). Esta
variacion se asocia a la fisiopatologia de la infeccidn, a la estructura de las proteinas
autoinductoras (AlIPs) (Thoendel et al. 2011) y a la inhibicidon cruzada por las isoformas
de los AIP heterdlogos entre genotipos del locus agr (Fig. 2) (Tan et al., 2018). Hasta el
momento se han caracterizado cuatro variantes del locus agr, cada una con un AIP
caracteristico y especifico (Thoendel et al. 2011). El sistema Agr puede ser activado por
SarA, SarV, SsrAB y factores ambientales como pH y la concentracién de AIP (Le et al.,
2014). La produccién de ARNIII inhibe proteinas de union a superficie como la proteina
A, al unirse al transcrito de la proteina A y favorecer la digestion ribonucleasa lll, que, a
su vez, acelera la degradacion del ARNm de spa y limita la traduccién de la proteina A.
Por el contrario, la union de ARNIII al ARN mensajero de la hemolisina-a (hla) permite
que el ARNm libere la secuencia Shine—Dalgarno y aumenta la produccién de hemolisina
alfa, ademas de impedir la traduccién del represor de toxinas Rot, que es un regulador
de la familia (Sar). Rot activa enterotoxinas, toxinas-a, leucocidinas y reprimen proteinas
de unién a la superficie (Morrison et al., 2012; Le et al., 2014; Menard et al., 2022). La
regulacion de la virulencia es multifactorial (Figura 3) y el descubrimiento de los ARN
reguladores ha permitido entender los mecanismos de virulencia y la fisiologia de S.
aureus para adaptarse a las sefales ambientales presentes en el hospedero (Barrientos
et al., 2021).

= . spa, sbi, coA,
‘. )\ 5A1000, lytM

Figura 3. Red reguladora de Staphyloccocus aureus. Interaccion de ARNIII con otros ARNs de factores de

virulencia; sistemas de dos componentes; TF y factores sigma (Imagen tomada de Menard et al., 2022).
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3.3.2 Regulador transcripcional SarA

SarA es una proteina de 14.7 kDa que se une al ADN para regular la expresion de
factores de virulencia (Morrison et al., 2012; Oriol et al., 2021). La expresion de sarA
depende de la fase de crecimiento. El locus sarA comprende una regién de ADN de 1.2
kb que produce tres transcritos superpuestos (sarB, sarC y sarA). El promotor P3 tiene
una secuencia similar a los promotores dependientes de Sigma B (SigB) en respuesta al
estrés, con un promotor -10 (GGGTAT) (Reyes et al., 2011). La transcripcion del promotor
1 (P1), promotor 2 (P2) de sarA, contiene secuencias especificas para sigma A (02). El
P1 dependiente de 0 permite la expresion de sarA durante todas las fases de crecimiento
y P2 de la fase de crecimiento (exponencial media) y promotor P3 (P3) durante la fase
exponencial tardia y estacionaria o durante el estrés ambiental (Morrison et al., 2012).
SarA y sarB se transcriben principalmente durante la fase de crecimiento exponencial,
mientras que el sarC se expresa durante la fase estacionaria. Se ha propuesto que SarA
se une a una regioén de 26 pares de bases (bp) llamada caja SarA (Chien et al., 1999).
Asi mismo, las investigaciones recientes han sugerido que SarA es una proteina similar
a una histona, con una funcién de alterar la topologia del ADN y, en consecuencia, de la
accesibilidad a la regidon promotora (Morrison et al., 2012). Una delecion en el gen sarA
produjo una proteina incapaz de unirse a 341 regiones en diferentes genes (Oriol et al.,
2021). Se ha identificado que SarA regula multiples genes de virulencia de manera
pleiotrépica, a través de otros loci (rot, agr, sarS, sarV'y sarT) (Oriol et al., 2021; Schilcher
y Horswill, 2020). SarA se ha caracterizado como un regulador transcripcional de factores
de virulencia que pueden unirse a las regiones promotoras de genes como: hla, hiB, hly,
fbn, bap, icaAR, ssp, aur, coa, spa, cna, etc. (Morrison et al., 2012; Oriol et al., 2021). El
regulador SarA es una proteina que se une al promotor agr, para estimular la transcripcion
de arnlll (Schilcher y Horswill, 2020). En el proceso de formacion de biopeliculas, SarA
reprime la expresion de genes de proteasas extracelulares y activacion de bap, icaAR
(Oriol et al., 2021; Schilcher y Horswill, 2020; Ramirez et al., 2020). Al examinar una
biblioteca de mutantes por inserciéon de un transposén en una cepa clinica de S. aureus,
se identific6 a SarA como esencial para el desarrollo de biopeliculas. La formacion de

biopeliculas de S. aureus esta asociada con la produccién de polisacaridos de adhesion

19



extracelular / poli-B (1-6) — N-acetilglucosamina (PIA / PNAG), producto de la expresion
del operédn ica (Oriol et al., 2021). Las mutaciones de sarA en varias cepas de S. aureus
genéticamente no relacionadas disminuyeron la produccién de PIA/PNAG y afectaron por
completo el desarrollo de biopeliculas, tanto en estado estacionario como en condiciones
de flujo a través de un mecanismo independiente agr. El mismo grupo de investigadores
muto sigB y la eliminacion completa de sigB no afecto la produccion de PIA/PNAG ni la
formacion de biopeliculas (Valles et al., 2003). Ademas, la doble mutante sarA-sigB
mostré una disminucion en la expresion de ica, pero un aumento de la produccion de
PIA/PNAG vy la formacion de biopeliculas en comparacion con la mutante Unica en sarA.
Lo que sugiere que SarA activa el desarrollo de biopeliculas en S. aureus, al mejorar la
transcripcion del operdn ica y supresion de la transcripcion de una proteina involucrada
en el recambio de PIA/PNAG o un represor de su sintesis, cuya expresion seria
dependiente de SigB (Valle et al., 2003).

3.3.3 Factor sigma B (SigB)

Los mecanismos de regulacion de la expresion genética son diferenciales, en
funcioén de las condiciones del ambiente, las sefales del hospedero, asi como del fondo
genético de cada bacteria. La ARN polimerasa (ARNP) es la maquinaria celular
responsable de la transcripcion, formada de subunidades ai, aii, B, B’y w. La ARNP forma
una holoenzima, al unirse al factor sigma y le permite reconocer la region promotora -35
y -10, existen varios factores sigmas, por ejemplo: la expresion de genes del metabolismo
primario estan regulados por SigA; SigH, responde a condiciones de competencia natural
en S. aureus (Jenul y Horswill, 2019); SigS responde a estrés por altas temperaturas y
SigB reconoce los promotores de los genes, que se expresan en condiciones de estrés
oxidativo, térmico, osmotico y en fase estacionaria en S. aureus (Schulthess et al., 2011;
Jenul y Horswill, 2019).

El factor SigB fue identificado por primera vez en Bacillus subtilis (Haldenwang et
al.,1979); en la actualidad se ha reportado la region promotora reconocida por SigB -35
(GTTTAA) con 14 pb intermedias a la region -10 (GGTAT) (Yuan et al., 2024). El factor
SigB es uno de los mas estudiados en Firmicutes (Bacillus y Staphylococcus spp.). El

operdn sigB se transcribe a partir de tres promotores (sig P1, P2 y P3) controlados
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diferencialmente: un promotor dependiente de SigA, denominado sigB P1, que da lugar
a una transcripcién de 3.6 kb. Este promotor abarca rsbU-rsbV-rsbW-sigB, y un promotor
dependiente de SigB, P3, produce un transcrito de 1.6 kb, que abarca rsbV-rsbW-sigB.
Un tercer promotor denominado P2 genera un transcrito de 2.5 kb, que incluye rsbU-rsbV-
rsbW-sigB, mediante autorregulacion (Senn et al., 2005). SigB en S. aureus es de 29 kDa
(Wu et al., 1996). El factor anti-sigma RsbW se activa cuando las células estan bajo estrés
ambiental. RsbU, desfosforila a RsbV (anti-anti-SigB), es un regulador positivo de SigB y
es esencial para la activacion de la expresion de sigB. En una cepa de S. aureus RF122
causante de mastitis bovina se han identificado 225 genes regulados por SigB (Supa-
amornkul et al., 2019), en cambio, Wang y col., en el 2022 reportan mas de 250 genes
regulados por este factor en S. aureus MRSA24. SigB regula la expresién de otros
reguladores maestros, por ejemplo: reduce los niveles de expresion de arnlll del sistema
Agr e influye en la transcripcion de sarA dependiendo de la cepa (Schilcher y Horswill,
2020). Ademas, SigB reprime al sistema SaeRS y activa la expresion de SarA
dependiendo de las condiciones ambientales (Schilcher y Horswill, 2020; Peng et al.,
2022; Guo et al., 2022). Se ha reportado que SigB regula genes involucrados en
respuesta a estrés ambiental, estrés térmico, ciertas condiciones metabdlicas asociadas
a patogeénesis, resistencia a meticilina y glucopéptidos, internalizacién de células
epiteliales, apoptosis, virulencia, biosintesis de estafiloxantina, pared celular, capsulas y
biopeliculas (Jenul y Horswill, 2019; Supa-amornkul et al., 2019; Schilcher y Horswill,
2020; Wang et al., 2022). En S. aureus, SigB activa la expresion de genes de varias
adhesinas (FnbA 'y CIfA), en las primeras etapas de la formacién de biopeliculas y reprime
varios genes de exoproteinas (nucleasa y proteasas), involucradas en la dispersion de
biopeliculas (Atwood et al., 2015; Schilcher y Horswill, 2020).

3.3.4 Sistema SaeRS

El locus sae en S. aureus codifica el sistema de dos componentes SaeRS,
identificado por Giraudo et al. (1994), caracterizado en una mutante por transposicion
(Tn551) deficiente en la produccién de exoproteinas como hla, hi, nuc y coa (Schilcher
y Horswill, 2020).
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El operdn sae consta de los genes saeP, saeQ, saeR y saeS (saePQRS); presenta
dos regiones promotoras P1y P3. El promotor P3 se encuentra dentro de saeQ, permite
la transcripcion sélo de saeR y saeS, es un promotor de expresion basal constante (Liu
et al., 2016). El promotor P1 es un promotor fuerte, que es autoinducido y se ubica hacia
el extremo 5’ de saeP y permite la expresion de los cuatro genes (Liu et al., 2016). SaeS
es una histidina cinasa bifuncional (cinasa y fosfatasa); SaeR es un regulador de
respuesta de la familia de OmpR compuesto por 228 aminoacidos. En el extremo amino
terminal de SaeR contiene el dominio receptor donde Asp51 es el sitio de fosforilacidon
(Patel y Rawat, 2023). La fosforilacion en Asp51 es esencial para que SaeR se una al
ADN. saeP y saeQ codifican para las proteinas auxiliares de saeRS (Liu et al., 2016).
SaeP codifica una lipoproteina de 146 aminoacidos, mientras que saeQ codifica una
proteina de membrana de 157 aminoacidos, con cuatro hélices transmembranales (Liu et
al., 2016). SaePQ son necesarios para la activacion del sistema Sae (Liu et al., 2016).
Los mecanismos de transduccién de sefiales, en el sistema SaeRS inicia cuando la
histidina cinasa (SaeS) que se autofosforila en His-131, para fosforilar a SaeR al detectar
sefnales ambientales, como: péptidos de neutrofilos humanos, HNPs, defensina-q,
peréxido de hidrogeno, entre otros, en seguida, SaeR fosforilado se une a la secuencia
de union SaeR (SBS), para regular la expresion de los genes diana de este sistema (Liu
et al., 2016).

Se ha reportado que bajos niveles de expresion SaeR fosforilado son suficientes
para activar algunos genes como hla, hld, en cambio es necesario altos niveles SaeR
fosforilado para activar la expresioén de fnBPA, fnBPB, coA, ademas, dependiendo de las
condiciones de crecimiento puede inducir o reprimir las proteinas de union a
inmunoglobulinas, nucleasas extracelular, leucotoxinas A/ B o G / H, involucradas en la
patogénesis y formacion de biopeliculas (Zurek, et al., 2014; Liu et al., 2016; Schilcher y
Horswill, 2020; Patel y Rawat, 2023).
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3.4 Biopeliculas
3.4.1 Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas son una matriz de polimeros extracelulares (EPS), formada por
agua en un 97 %; los carbohidratos, proteinas, ADN y ARN extracelular (ADNe y ARNe)
constituyen el 3 % de la matriz secretada por los microrganismos en diferentes fases de
desarrollo, en respuesta a sefiales ambientales (Peng et al., 2022; Chiba et al., 2022). Al
inicio de la formacion de las biopeliculas, una comunidad de bacterias se adhiere a una
superficie bidtica o abidtica mediante uniones reversibles débiles (interacciones

electrostaticas como: puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals).

Entre las moléculas que la constituyen los PIA que contienen grupos con cargas
positivas, negativas y grupos hidrofébicos. En las moléculas con grupos negativos se
incluyen fosfatos, sulfatos, grupos carboxilos, acidos glutamicos y acidos asparticos. El
principal PIA es PNAG que interaccionan con el acido teicoico de la pared celular de S.
aureus, facilitando la adhesion. Los componentes de la superficie microbiana que
reconocen moléculas de la matriz adhesiva (MSCRAMMSs), forman parte de los patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMs) detectadas por los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR’s), al desarrollarse la biopelicula se unen por
interacciones ligando receptos, los acidos teicoicos de la pared celular (WTA) se unen
mediante enlaces covalentes a los peptidoglucanos con enlaces fosfodiéster al hidroxilo
del C6 en el N-acetil-acido muramico, los WTA permiten la adherencia a la superficies
donde se desarrollan la biopeliculas (Patel y Rawat, 2023). Los &acidos nucleicos
extracelulares forman la fase “cementante”, estas moléculas brindan cargas negativas,
que interacciona con las cargas positivas de la superficie abidtica o bidtica, para
estabilizar la estructura de la biopelicula. En la fase de maduracién y unién irreversible,
las células bacterianas sésiles pueden transferirse informacién genética involucrada en
generar resistencia a sustancias antimicrobianas (ldrees et al. 2021; Chiba et al., 2022).
Al incrementar la biopelicula forma una torre y los nutrientes disponibles disminuyen, lo
que provoca cambios en el fenotipo de las células bacterianas, surgiendo células
aerobias, anaerobias, persistente, ademas, se activa la autolisis o muerte celular

programada, por lo que la distribucion de las células bacterianas es heterogénea en la
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biopelicula; posteriormente se da la fase de éxodo, las células bacterianas secretan
péptidos autoinductores de deteccion del quorum (agr) en bacterias Gram positivas, lo
que permite la secrecion de proteasas y nucleasas, PSMaf, que participan en la

dispersion de la biopelicula (Schilcher y Horswill, 2020; Peng et al., 2022).

3.4.2 Red reguladora de las biopeliculas en S. aureus

Uno de los reguladores del desarrollo de biopeliculas es el sistema QS, asi como
otros sistemas de dos componentes (SaeRS) y factores sigma (SigB) que participan en
la formacion de biopeliculas en respuesta a sefiales ambientales (pH, disponibilidad de
moléculas del interacciones entre

nutrientes y flujo de fluidos, hospedero,

microorganismos) (Schilcher y Horswill, 2020; Peng et al., 2022; Wang et al., 2022).

La Tabla 1 muestra una descripcidén de los procesos regulatorios que contribuyen

a la formacion, estructuracion y desmontaje de las biopeliculas de S. aureus.

Tabla 1. Reguladores de biopeliculas estafilocécicas

Regulador FUNCIONES PARTICIPACION EN
LA BIOPELICULA
Sistema de comunicacion célula-célula. TCS con | Fijacion inicial y
Agr AIP como moléculas de sefalizacion; produccion de | desmontaje de la
proteasas (splAF, sspAB); hid; pmsaf; represion de | biopelicula.
adhesinas (fnbpB, fnbpA, sdrC), nucleasas (nuc).
TCS; estimulacidon de adhesinas (fnbpAB, eap), Maduracion de la
SaeRS coa, sbi, proteasas (splA); toxinas, lukABGHE, biopelicula.
lukF-PVL, hid, higABC; nuc.
Represion de produccion de proteasas Yy | Represion de
estimulacién de PIA (ica); regulaciéon de adhesinas, | proteasas;
SarA estabiliza la vida media de ARNm (srbV, saeR, | regulador positivo
agrA, hla, hid, spA). de formacion de
biopeliculas.
Respuesta al estrés; estimulador de adhesinas | Participa en el
SigB (fnbpAB, cifA, sdrC) y represor de proteasas (sspA); | inicio v el
pmsaf y nucleasas (nuc1); hla. desmontaje.
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Tomada y modificada de Schilcher y Horswill (2020). Complementada con Bronesky et
al., (2016); Liu et al., (2016); Ramirez et al., (2020); Oriol et al., (2021); Guo et al., (2022);
Wang et al., (2022); Patel y Rawat, (2023). TCS, sistemas de dos componentes; CWA,

proteinas de pared celular.

3.4.3 S. aureus en interaccion en el sistema inmune humano

La capacidad de S. aureus para evadir el sistema inmune del hospedero, puede
atribuirse, en parte, a su prologada interaccidén coevolutiva con el hospedero, asi como
a su habilidad para optimizar su genoma cromosomico, y su notable flexibilidad genética.
Esta plasticidad esta sustentada por la presencia de elementos genéticos moviles, islas
de patogenicidad, plasmidos, fagos y genes de resistencia a antibiéticos integrados en
el cromosoma. Se ha analizado la tasa de mutacion y aunque es baja, existen indicios
de inserciones, inversiones en el ADN, también el proceso de recombinacién le permite
adaptarse; la resistencia a sustancias antimicrobianas, por la transferencia horizontal de
genes; el cambio fenotipico (colonias blancas — pequefias) asociado a ciertas infecciones
persistentes y la produccién de biopeliculas contribuyen a la patogenicidad, la secrecion
de leucocidina Panton — Valentine (PVL), HIgAB en estado sésil inducen la formacion de
trampas extracelulares de los neutrdéfilos (NET's). Sin embargo, las bacterias en estado
sésil dentro de la biopelicula, liberan nucleasas que degradan las NET's y la enzima
adenosina sintasa que induce apoptosis en los macrofagos (de Vor et al., 2020; Howden
et al., 2023). LUkAB contribuye a la evasién de la fagocitosis mediada por los neutrofilos
(Bhattacharya et al., 2020). Las bacterias en biopeliculas son protegidas del sistema del
complemento del hospedero y de las IgG, ya que tienen un acceso limitado a las PAMPs,
al estar cubiertas de polimeros extracelulares PIA/PNAG, logran evitar la fagocitosis (de
Vor et al., 2020). Ademas, los polisacaridos son desacetilados y provocan un cambio en
las cargas positivas de la membrana celular y facilitan la excrecion de los péptidos
antimicrobianos (AMP). S. aureus expresa la proteina A, que se une a la region Fc de la
IgG y a la Fab de la IgM, también, funciona como superantigeno e induce la muerte de
células B. La proteina Sbl se une al factor H, al C3 y la Fc de IgG, para evadir su

eliminacion e inactivacion del sistema inmune del hospedero. EaP inhibe la

25



sedimentacion de C3B y previene la fagocitosis. En cambio, cuando los PMN logran
fagocitar a la bacteria, esta libera toxinas formadoras de poros que inhiben la muerte de
la bacteria (Fig. 4). Las proteasas sintetizadas SspA, SspB, Aur por S. aureus en estado
sésil, inhiben la opsonizacion de la bacteria. También, es capaz de sintetizar proteasa
V8, entre otras para eliminar a los AMP. La enzima MrpF transmembranal adiciona lisinas
a la capa de peptidoglicanos, y modifica las cargas de la membrana externa, para la
inactivacién de los AMP. La enzima OatA es la responsable de la O-acetilacion de la
capa de peptidoglicanos e inhibe la actividad de los lisosomas, lo que impide la sintesis
de IL-1B, necesaria para el reclutamiento de los neutrdfilos. Al incrementar la
concentracion de citocinas proinflamatorias, se genera un aumento de la expresion de
fnbpB, ciIf y cna e inhibe la expresion de leukotoxinas (Fig. 4) (Kanangat et al., 2007;
Nasser et al., 2019; de Von et al., 2020; Patel y Rawat, 2023).
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Figura 4. La produccion de biopeliculas en S. aureus evaden el sistema de complemento y la opsonizacion,
por la cubierta de EPS, la red de ADN y la secrecion de proteinas y toxinas. 1) La biopelicula evita la
fagocitosis. 2) Los EPS evitan el reconocimiento de PAMPs. 3) La cubierta de EPS impide la penetracién
de AMPs. 4) Evitan la opsonizacion de las bacterias. 5) Secrecion de toxinas para evadir al sistema inmune.

6) Incorporacion de moléculas de proteinas a los EPS. (Imagen modificada de de Von et al., 2020).

26



3.5 Las citocinas como senal de comunicacion interreino

Varios estudios han demostrado que factores como alimentacion, condicion fisica
y emocional del huésped influyen en los procesos celulares tanto en organismos
procariotas como eucariotas; al establecerse un patégeno en el huésped, para desarrollar
una infeccion se da una emisién de sefiales en ambas direcciones. Estos factores incluyen
hormonas peptidicas, insulina, hormonas esteroides (progesterona, estrogeno),
dehidroepiandrosterona (DHEA), monoaminas, vitamina K. Se ha demostrado que la
insulina puede ser un compuesto de sefalizacién de quérum, como una sefial exdgena,
lo que sugiere que los microorganismos utilizan las sefiales quimicas producidas por el
hospedero. Estas sefiales quimicas actuan como un sistema de comunicacion microbiana,
permiten ubicar al patégeno, ademas de actuar como una advertencia para las bacterias
de la necesidad de un cambio en la expresion genotipica, para optimizar su supervivencia

en un entorno hostil (Feraco et al., 2016).

3.6 Interaccion de S. aureus con el sistema inmune

Al ser reconocidas las bacterias por los PRR’S (Receptores de reconocimiento de
patdgenos) de las células del hospedero son segregadas sefiales quimicas como las
citocinas, que son un grupo de proteinas y glicoproteinas producidas por neutrofilos,
macrofagos, mastocitos, células T y B, fibroblastos, células endoteliales, neuronas, etc.,
que actuan de forma sinérgica o antagonica, como reguladores de la respuesta inmunitaria
e inflamatoria, un estudio analizo, la comunicacion entre 86 tipos de citocinas en 17 tipos
de células diferentes, identificaron la comunicacion especifica entre cada grupo de células
inmunologicas (Cui et al., 2024). Las citocinas actuan como reguladores sistémicos a
concentraciones del orden de nano o picomoles, modulando la actividad de un amplio
espectro de tipos celulares que, en general, son superiores en células diana que las
hormonas. Por otro lado, las citocinas pueden actuar como factores de crecimiento
locales, a través de un mecanismo autocrino (sobre la propia célula), paracrino (sobre una
célula vecina), yuxtacrino (implicando interacciones intercelulares) o retrocrino (a través
de formas solubles de ciertos receptores de membrana de células vecinas). En cualquier
caso, la accion bioldgica de las citocinas en interaccion con sus receptores de membrana

especificos desencadena una cascada de reacciones bioquimicas en el interior de la
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célula diana (Justiz y Qurie, 2022). Las citocinas desempefian un papel clave en el proceso
inflamatorio, que es definido por el balance entre citocinas pro y antiinflamatorias. Entre
las citocinas proinflamatorias destacan las quimiocinas, grupo de péptidos de bajo peso
molecular entre los que se encuentran la IL-8, IL-1a, IL-18, IL-1Ra, IL-18, IL-33, IL-364q,
IL-36Ra, entre otras (Cui et al., 2024), que estan implicadas en la quimiotaxis y en la
activacion de diferentes tipos celulares que participan en la inflamacion. La IL-1 y el TNF
tienen un efecto sinérgico sobre la inflamacion. Por otra parte, en la familia IL-6 se ubican
IL-11, IL-27, IL-30, IL-31, LIF, OSM, CT-1, NP, IL-12, IL-23, IL-Y, IL-6 con propiedades
proinflamatorias (Cui, et al., 2024), son uno de los principales inductores de las proteinas
de fase aguda y antiinflamatorias, en este sentido es capaz de promover la sintesis de IL-
1ra y de los receptores solubles del TNF (Filella et al., 2002). Existen numerosas citocinas
antiinflamatorias, entre las que destacan en la familia IL-10 (IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-
24) (Cui et al., 2024), el IL-1ra (receptor del antagonista de la IL-1) y los receptores
solubles de la IL-1 (p68) y del TNF (p55 y p75).

3.6.1 Factor de necrosis tumoral a

En la familia de los factores de necrosis tumoral (TNF) se ubican los TNFSF1 al
TNFSF18 (Cui et al., 2024); el TNFa soluble es una proteina de 157 aminoacidos, con un
peso de 17 kDa; la producen los monocitos, macrofagos vy linfocitos. Ejercen un efecto
antitumoral a través de un doble mecanismo que incluye la inhibicion de la angiogénesis,
que produce la necrosis hemorragica del tumor, y el aumento de la respuesta inmunitaria
antitumoral, accion en la que actua sinérgicamente con el IFN. También, el TNF actua en
el desarrollo del shock séptico y en la caquexia, estado catabdlico asociado a las
enfermedades crénicas, con pérdida de peso, anorexia y anemia. El TNFa es detectado a
través de dos receptores, de 55 kDa (TNFR-I) y de 75 kDa (TNFR-II), que también utiliza
el TNF-B, el cual presenta una homologia con respecto al TNF de 30 %. TNF-alfa regula
la apoptosis, se encarga de la activacion de la inflamacion a través de NFK-B y caspasas,
activacion de proteinas cinasas en condiciones de estrés (Zhang et al., 2007).

Las citocinas de las familias de interleucina 1 y TNF tienen una funcion efectora, al
iniciar la respuesta de defensa del huésped (HDR) en un proceso infeccioso o no

infeccioso (Meduri, 1999). Una vez liberadas a nivel tisular, estas citocinas actuan sobre
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las células epiteliales, las células del estroma (fibroblastos y células endoteliales), la matriz
extracelular, las células circulantes reclutadas (neutrofilos, plaquetas, linfocitos) para
causar una segunda liberacién de citocinas con amplificacién de la HDR. TNF e IL-1 tienen
efectos biolégicos dependientes de la concentracién (desde pg/ml hasta ng/ml). Los
niveles Optimos de estas citocinas son importantes para una defensa exitosa, a
concentraciones progresivamente mas altas median proporcionalmente las respuestas
locales o sistémicas, con efectos destructivos en lugar de protectores sobre el huésped
(Van et al. 2025).

3.6.2 La interleucina-1

La interleucina-1: Es un polipéptido de unos 15-20 kDa, que existe en dos formas,
denominadas IL-1a e IL-13, con una homologia de apenas el 26 % y que derivan de una
proteina precursora (pro-IL-1a y pro-IL-13). Ambas citocinas actuan sobre un mismo
receptor, por el que también compite el antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra),
sustancia que impedira la actuacion de la IL-1. La IL-1a actua intracelularmente y no se
encuentra en la circulacién general, excepto en casos de enfermedad grave. En cambio,
la IL-1B es la forma predominante en el espacio extracelular. Los macréfagos activados
son la principal fuente fisiolégica de IL-1, citocina que destaca por su capacidad
proinflamatoria (Filella et al., 2002). Los linfocitos T y B, células del endotelio, los
fibroblastos, células tisulares son el principal objetivo, aumentan la adhesion de los
leucocitos/endotelio, inducen fiebre al estimular al hipotalamo vy la liberacion de proteinas

de fase aguda en el higado.

3.6.3 Interleucina-10

Interleucina-10: Proteina de 178 aminoacidos, con una masa de 18.6 kDa; es
producida por los linfocitos T de tipo Th2 y con capacidad de inhibir la sintesis de IFN y de
IL-2 por parte de los linfocitos T. Es la principal citocina antiinflamatoria, actividad que
ejerce a través de la inhibiciéon de la sintesis de IL-1, IL-6 y TNF por parte de los
macrofagos (Grimbaldeston et al., 2007). Sus principales objetivos son las células Th1.
Provoca inhibicion de la IL-2 e INF-y. Disminuye la presentacion de antigenos y la

expresion de MHC clase |l de las células dendriticas, moléculas coestimuladoras en los
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macrofagos, y también regula a la baja las respuestas a patégenos de las células Th17.
Inhibe la produccion de IL-12 por parte de los macréfagos (Justiz y Qurie, 2022). Durante
una infeccion, puede inhibir las células Th1, NK y macrofagos, puede impedir la
eliminacion de bacterias, virus, parasitos, hongos y aumentar la inmunopatologia (Couper
et al., 2008).

Staphylococcus aureus induce la secrecion de citocinas al penetrar el tejido del
hospedero, colonizar y desarrollar infecciones en diferentes tejidos, protesis o catéteres;
las células perciben mediante los PRR’s a las bacterias, el sistema inmunoldgico se activa
y emiten sefales (citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, histamina, etc.) que

desencadenan un proceso inflamatorio.
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IV. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS

“Staphylococcus aureus regula la formacién de biopeliculas en respuesta a sefales

inmunomoduladoras del hospedero”.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de las senales inmunomoduladoras (TNFa, IL-18 y IL-10) del
hospedero sobre la formacion de biopeliculas y los niveles de expresion de reguladores

globales (agrA, saeR, sarA, sigB, y arnlll/hld) en S. aureus.

5.2 Objetivos particulares

1) Evaluar el efecto del PBS sobre la formacion de las biopeliculas de S. aureus
ATCC 27543 (MSSA) y USA 300 (MRSA).

2) Determinar el efecto de dos citocinas proinflamatorias (TNFa e IL-1B) y
antiinflamatorias (IL-10) sobre la formacion de biopeliculas en las cepas S. aureus
(MSSA y MRSA).

3) Evaluar la viabilidad de las células y la estructura de las biopeliculas in vitro
inducidas con las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias sobre S. aureus (MSSA
y MRSA).

4) Evaluar el efecto de las citocinas proinflamatorias (TNFa e IL1B8) y una
antiinflamatoria (IL-10) en la expresion de agrA, arnlll/hld, saeR, sarA, sigB, reguladores

globales asociados a la formacion de biopeliculas en S. aureus (MRSA).
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VI. RESULTADOS
6.1 CAPITULO |
Articulo de investigacion

Zavala H. A. N., Salto R. C., Bravo P. A., Baizabal A. V. M., Valdez A. J. J. 2025. IL-1B,
TNFa Y IL-10 REDUCEN LA VIABILIDAD CELULAR Y ALTERAN DE FORMA
DIFERENCIAL LA ESTRUCTURA DE LA BIOPELICULA Y LOS NIVELES DE
EXPRESION DE LOS GENES EN Staphylococcus aureus USA 300.Front. Immunol.
16:1665397. DOI: 10.3389/fimmu 2025.1665397

Las infecciones causadas por S. aureus pueden ser adquiridas en comunidad, en
condiciones intrahospitalarias, asociadas a animales de compaiia o de interés
agropecuario, de forma zoondtica. Las infecciones causadas por este patdgeno
oportunista representan un reto para la medicina veterinaria y humana. S.aureus es
capaz de evadir el sistema inmunolégico del hospedero mediante diferentes estrategias,
las cuales se pueden dividir en: impedir la traslocacion y la activacién de los neutrdfilos,
impedir la accién de las células fagociticas, por la produccion de factores de virulencia,
como la formacién de las biopeliculas; impedir la eliminacion de las especies reactivas
de oxigeno (ROS); inducir la destruccion de los neutrdéfilos a través de la produccion de
toxinas y la degradacién de los péptidos antimicrobianos por degradacion proteolitica
(Cheung et al., 2021; Nasser et al., 2019). Al desarrollar una infeccion, S. aureus detecta
y responde a sefales del hospedero, se establece, mediante la generacion de
biopeliculas, en catéteres, prétesis asociadas a los tejidos, que a su vez liberan moléculas

inmunomoduladoras como citocinas, quimiocinas, neurotransmisores, entre otras.

La presente investigacion aborda el papel que desempenan tres citocinas (IL-1p,
TNFa e IL-10) sobre la viabilidad bacteriana y la capacidad para formar biopeliculas, asi
como la regulacion de factores de virulencia en dos cepas de S. aureus, una asociada a
mastitis bovina (ATCC27543; ST8, spa-type 008; agr-type I, MSSA) y otra a infecciones
cutaneas humanas (USA 300; ST8; spa-type 008 agr-type I, MRSA, SCC-IV), ambas con
fondo genético similar, pero que generan patologias diferentes. Las citocinas evaluadas,
mas alla de su funcién clasica, afectan directamente la biologia bacteriana. Las citocinas
IL-13, TNF-a e IL-10 inducen una disminucion dosis-dependiente de la viabilidad

bacteriana y la capacidad de formar biopeliculas, fendmeno comprobado por evaluacion
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cuantitativa (conteo de UFC/ml por goteo en placa, método colorimétrico con cristal
violeta determinado en el espectrofotdmetro, microscopia confocal de barrido laser y la
medicion de los niveles de expresion de los genes mediante RT-PCR en tiempo real, con
el método AACT). Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via
(Software GraphPad Prism, version 10)

Las cepas estudiadas de S. aureus presentaron un efecto diferencial en respuesta
a cada una de las citocinas, lo que podria dar indicios de la activacion de mecanismos
especificos de deteccidbn y vias de transduccién de sefales en cada citocina,
dependientes tanto del fondo genético bacteriano como del entorno. Cada citocina
provoca patrones unicos en la estructura, al incrementar el numero de canales, el espesor
de la biopelicula y modifica la proporcion entre células vivas y muertas, lo que se traduce
en biopeliculas mas fragiles, propensas a desprenderse. Asi, las células viables pueden
dispersarse y podrian ser capaces de colonizar nuevos sitios. Esto enfatiza la relevancia
de la comunicacion entre bacterias y el hospedero en el desarrollo y/o mantenimiento de
las infecciones persistentes. A nivel molecular, las citocinas alteran los niveles de
expresion de genes reguladores globales involucrados en la regulacion de virulencia y la
formacion de biopeliculas. Los genes arnlll y sigB presentaron un nivel de transcripciéon
alto en las biopeliculas formadas bajo el efecto de TNF-a, lo que sugiere modificaciones
en la estructura de la biopelicula, favoreciendo la disgregacién y la movilidad bacteriana.
IL-1B8 reprime agrA, sarA y sigB, lo que provoca una reduccion en la capacidad de
adhesion y altera la estructura de la biopelicula. En los resultados con IL-10 se observé
un efecto bimodal de dos genes, que participan tanto en la formacién como en la
dispersion de la biopelicula, lo que podria dar un indicio de la importancia de estudiar el
efecto de las citocinas individual, y la interaccion en modelos in vivo. Este articulo
contribuye al campo del conocimiento denominado “endocrinologia microbiana”, donde
las bacterias soportan y evaden la respuesta inmunitaria; son capaces de utilizar las
sefales del hospedero, para ajustar su metabolismo. La deteccidén de citocinas, por S.
aureus puede constituir una estrategia evolutiva, para adaptar sus mecanismos de
supervivencia y colonizacion, al ser, la biopelicula, un mecanismo para adaptarse,
sobrevivir, a las condiciones adversas del hospedero o a la competencia con la microbiota

del nicho animal o evadir el efecto de los antibidticos, al disminuir el metabolismo, en las
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células persistentes de las biopeliculas. Este es el primer reporte sobre la influencia
especifica de tres citocinas sobre la viabilidad y la organizacién estructural de factores de

virulencia como las biopeliculas formadas por S. aureus.

Los resultados representan una ruta prometedora, para el disefio de tratamientos,
dirigidos al sistema de deteccion de densidad poblacional (Agr), al resultar cambios en la
expresion del ARNIII (regulador anti sentido de factores de virulencia), bajo las citocinas
analizadas. Enfocarse en conocer los mecanismos de la percepcion de las sefales
inmunomoduladoras, mediante la identificacidén de posibles receptores para citocinas por
parte de S. aureus. Desde la perspectiva tradicional las sefiales del hospedero activan
procesos biologicos en las células eucariontes, sin embargo, es importante considerar la
interaccidon patégeno-hospedero, para identificar los mecanismos de respuesta en las
bacterias y poder disefiar estrategias para inhibir o desintegrar las biopeliculas de S.

aureus.
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6.2 CAPITULO Il
Articulo de divulgacion

Zavala-Hernandez A. N., Valdez-Alarcon J.J., 2024. Mis microorganismos y yo. Un

dialogo  constante.  https://www.sabermas.umich.mx/archivo/articulos/658-numero-

73/1358-mis-microorganismos-y-yo-un-dialogo-constante.html

El cuerpo humano es un nicho para la microbiota (microorganismos del cuerpo),
que cohabita con él. Existe una interaccion de factores bidticos (las células del ser
humano y los microorganismos) y abioéticos (temperatura, agua), en las diferentes partes
del cuerpo -la piel, la boca, nariz, garganta, intestino, estomago, mucosas de los
diferentes 6rganos, entre otros- con los microorganismos (virus, bacterias, hongos), que
pueden afectar la salud fisica, psicolégica o alterar la cantidad de bacterias benéficas
frente a las patégenas, lo que puede causar enfermedades. Segun los estudios mas
recientes reportados en la comunidad cientifica, la funcién de la microbiota en el humano
es la activacién de los mecanismos de defensa, modifica la densidad ésea, ayuda al
metabolismo de las sales biliares, secreta neurotransmisores, hormonas, controla

patdégenos y afecta la conducta del hospedero.

El primer contacto con los microorganismos se da desde el utero, antes del
nacimiento, a lo largo de la vida, la microbiota se modifica, desde la placenta se han
identificado bacterias que interaccionan con el feto; el tipo de nacimiento — parto o
cesarea — es otro factor, que interviene en la diversidad de la microbiota; a las seis
semanas del nacimiento se establece el microbiota del individuo, y se ve afecta durante
su vida, por los habitos de alimentacion, el estado de salud, consumo de “drogas” y
antibidticos, las interacciones con mascotas, el practicar deportes, un estilo de vida activa
o sedentaria, entre otras. En la interrelacion de la microbiota con los humanos, se infiere
que se establece una comunicacion: asi como los humanos utilizan diversos medios de
comunicacion (teléfono, a través de dispositivos como computadoras, tabletas con el uso
de redes sociales), que es importante para establecer relaciones benéficas, patégenas o
de ayuda mutua. Los microorganismos también logran comunicarse entre ellos y con las
células del cuerpo humano, que emiten sehales a través de conexiones ligando —

receptor, ubicados en las membranas de dichas células.
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Los microorganismos logran establecer comunicacion con las células humanas a
través de un lenguaje quimico, mediante la produccién y deteccidn de proteinas, acidos
grasos de cadena corta, acidos nucleicos, neurotransmisores, citocinas, hormonas,
factores de crecimiento, etc. Gracias al estudio de dicha interrelacion, surge el campo del
conocimiento denominado endocrinologia microbiana, para entender la comunicacion
quimica entre los microorganismos y su hospedero. Sin embargo, entre los
microorganismos también existen vias de comunicacion, ya sea interespecies,
intraespecies o interreino, con mecanismos conocidos como sistemas de deteccion de
densidad poblacional, con el uso de moléculas de diferente naturaleza. Las bacterias y
las células humanas han co-evolucionado, lo que les brinda la posibilidad de interaccionar
y obtener beneficios conjuntos. Los microorganismos producen moléculas asociados a
fendmeno de densidad poblacional (quorum sensing), que son detectadas por las células
eucariontes del hospedero, que inducen la expresién y la sintesis de interleucinas; el
incremento de estas moléculas activan la produccion de células de defensa y anticuerpos,
modifican el contenido celular, la permeabilidad, secrecion de moléculas, lo que provoca
una modificacion de los solutos dentro y fuera de la célula, en un caso extremo pueden
provocar la muerte celular programada. Los microorganismos intestinales son capaces
de sintetizar moléculas similares, iguales a, o precursoras de las producidas por el
hospedero, lo que facilita la colonizacion de las células intestinales y provoca una

competencia con los microorganismos establecidos como microbiota nativa.

También, las enterobacterias (E. coli) son capaces de producir neurotransmisores,
hormonas, que afectan al sistema nervioso entérico; se podria afirmar que los
microorganismos nos gobiernan. Al producirse un desequilibrio entre los
microorganismos benéficos y patdgenos (disbiosis), se ha asociado a diversas
enfermedades psicoldgicas (autismo, TDHA, psiquiatricas, Alzheimer) y fisicas (cancer,
colon irritable). Por su parte, las células del cuerpo humano producen moléculas como
adrenalina y dopamina, epinefrina, norepinefrina, adrenalina y noradrenalina, que son
producidas también por algunas bacterias que, al detectar un incremento en el numero
de bacterias, modifican su comportamiento individual por uno de comunidad, activando
conductas sociales. El uso de prebioticos y probidticos, transferencia fecal puede ayudar

a mantener un equilibrio en la microbiota y mejorar la salud.
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VI. DISCUSION GENERAL

Staphylococcus aureus es un patdgeno oportunista que controla la virulencia, a
través de una red reguladora compleja, lo que le confiere versatilidad y causa diferentes
cuadros clinicos, tanto en humanos como en animales. La bacteria, durante el proceso
de colonizacion e invasion utiliza diversos factores de virulencia (Atkinson y Williams,
2009; Williams et al., 2007). A la formacién de biopeliculas se le considera un
determinante de virulencia importante en la patogénesis de esta bacteria, que puede
formarse en superficies naturales y sintéticas. Las biopeliculas tienen alrededor del 97%
de agua y 3 % de materia organica que incluye EPS, los cuales constituyen alrededor del
50 al 90% de la materia organica total, dependiendo de la cepa bacteriana contiene
diferentes sustancias poliméricas (como el ADN y ARN extracelular, proteinas,
polisacaridos) y la porcion restante, la conforman las colonias bacterianas pequefias
aerobias, anaerobias, persistentes y muertas que constituyen del 10-25% dependiendo

de la fase de desarrollo de la biopelicula (Idrees et al., 2021; Chiba et al., 2022).

La formacién de las biopeliculas esta descrita en varias etapas: unién reversible o
inicial de adhesion; unidn irreversible o multiplicacion; etapa de éxodo; fase de
maduracién de la biopelicula y la fase de dispersion o desprendimiento (Idrees et al.,
2021). S. aureus tiene una red reguladora compleja interconectada para desarrollar
infecciones en el hospedero, incluidas las adhesinas de la superficie celular, las enzimas
y toxinas extracelulares (Jenul y Horswill, 2019). Entre los sistemas reguladores se
encuentran el regulador de genes accesorios (agr) y otros sistemas de dos componentes
como SaeRS, SrrAB y ArIRS, los reguladores citoplasmaticos de la familia SarA (SarA,
Rot y MgrA); y los factores sigma alternativos (SigB y SigH) (Jenul y Horswill, 2019). En
esta investigacion se analizaron los efectos de las citocinas pro y antiinflamatorias sobre
la formacién de biopeliculas, los resultados obtenidos fueron que las citocinas disminuyen
el grosor, independiente de su funcion fisiolégica en él hospedero, afectan la estructura
de una forma diferencial y en el analisis de los niveles de expresion de los reguladores
globales involucrados en la formacién de biopeliculas (AgrA, ARNIII, SarA, SaeR, SigB)
se obtuvo en efecto diferencial en los niveles de transcripcion frente a cada citocina
probada. Con los datos obtenidos se disefaron modelos hipotéticos de los posibles

mecanismos de regulacion en la formacidn de biopeliculas, bajo el efecto de TNFa, IL-18
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y IL-10. Los niveles de expresion relativa de los genes de los reguladores globales (agrA,
sigB, sarA, saeR, arnlll/hld & gyrA) mediante RT-PCR indican que hay una inhibicion de
agrA, sigB, sarA, en cambio, el arnlll incrementa en comparacion con el gen de referencia
(gyrA) con IL-1B. En la literatura, se ha reportado que la region reguladora (P3) del operén
agr, puede ser inducida por la proteina SarV; ademas, los niveles de SaeR se mantienen,
con un nivel de expresion constante comparado con el gen de referencia, lo anterior bajo
el efecto de IL-1B. En cambio, los niveles de expresion de todos los genes agrA, sigB,
saeR, sarA y amlll se incrementan con TNFa; sin embargo, existen niveles de expresion
mayores de arnlll'y sigB en comparacion con gyrA. Al analizar lo reportado en la literatura,
se conoce que arnlll es un ARN anti—sentido, que reprime la expresion de proteinas de
superficie y favorece la expresién de nucleasas y proteasas, asi como enzimas que
degradan la matriz extracelular de las biopeliculas, lo que favorece la presencia de
canales y posibles cambios en las proporciones de células vivas aerobias, anaerobias
facultativas, persistentes y muertas, proceso que pudiera estar regulado por MgrA, que
es regulador pleiotrépico de otros reguladores globales, como el sistema Agr; ademas,
puede activar la formacion de capsulas, y reprimir la sintesis de proteinas de superficie
ancladas a la pared celular, asi como inhibir la autolisis celular y limita la formacion de
las biopeliculas en condiciones de estrés en S. aureus, via la inducciéon del sistema
LytSR, regulador de los genes que codifican la produccion de holinas y antiholinas (LrgA).
También, se ha reportado que en esta condicidon SigB favorece su expresion; otro gen
que se induce en mayor proporcion fue sarA, que se sugiere como una proteina tipo
histona, que estabiliza los ARN mensajeros de varios factores de virulencia (anti-anti
sigma B, agrA, saeR, hla, hid y spA), pero el ARN mensajero de spA es regulado por
ARNIIIl y favorece su degradacion formando un doble ARN que es degradado por las
ARNasa I, lo que disminuye su traduccién. SigB también afecta otros reguladores
maestros como MgrA, quién modula el operdn de holinas y antiholinas (cid/Irg) (Bronesky
et al., 2016, Schilcher y Horswill, 2020, Ramirez et al., 2020; Oriol et al., 2021; Guo et al.,
2022). Otro de los mecanismos de regulacion de la formacion de biopeliculas es el
sistema de dos componentes SaeRS, se ha reportado que bajos niveles de SaeR
fosforilado son suficientes para favorecer la expresion de factores que promueven la

dispersion de las biopeliculas como nucleasas, proteasas, hemolisinas (hlb y hla). Es
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decir, el sistema SaeRS puede afectar la formacién de la biopelicula de manera positiva
0 negativa dependiendo de su fase de crecimiento y de la fase de formacion de la
biopelicula (Guo et al., 2022). Este fendmeno que podria presentarse en presencia del
TNFa, en donde la expresion de saeR se ve incrementada ligeramente, y da origen al
fenotipo observado en la estructura de la biopelicula con poros y mayor proporcion de
células muertas, de acuerdo con las imagenes observadas en las micrografias del
microscopio confocal de barrido laser y el conteo de las UFC/ml. En presencia de las
citocinas pro y antiinflamatorias, el regulador que se incrementa es ARNIII, siendo un
ARN anti-sentido que incrementa tal vez, los niveles de expresion de proteasas,
nucleasas, modulinas solubles en fenol; en la literatura se ha reportado que TCSs y TFs
(saeRsS, sarA, agrAC) activan la expresion de ARNIII (Menard et al., 2022), situacion que
podria suceder en presencia de TNFa, esto provocaria la produccién de proteasas,
nucleasas que disgregan o impiden la formacién de biopeliculas, lo cual es congruente
con los resultados observados en esta investigacion. En presencia de la IL-10, los niveles
de expresioén del sistema de quorum (agrA 'y arnlll) se incrementaron; de acuerdo con la
literatura, participan en la fase final de la formacion de la biopelicula, lo que puede
provocar la formacion de canales, disminuir el grosor de la biopelicula e incrementar la
proporcion de células muertas observadas en las micrografias. Los niveles de saeR y
sarA se mantienen a un nivel de expresion del gen de referencia, estos niveles de
expresion podrian ser suficientes para incrementar la expresion de arnlll, y se presenta
una disminucién de sigB. Menard y col. en 2022, exponen la red reguladora entre los
diferentes sistemas TCSs y TFs, en el que se establece el papel preponderante de arnlll
en la red regulatoria (Figura 3), lo que apoya los modelos de regulacion propuestos en
este articulo. Tales mecanismos de regulacion propuestos estan enfocados en explicar
el efecto de las citocinas analizadas en la formacion de biopeliculas, en presencia de IL-
10 posiblemente se inhibe la expresion de proteinas de superficie para la adhesion de las
biopeliculas, lo que podria disminuir el espesor de las biopeliculas formadas por S. aureus
MRSA in vitro.

Los mecanismos de reconocimiento de las sefiales inmunomoduladoras del
hospedero se producen de forma diferencial, independientemente de su funcién

fisiologica en las células eucariontes, y existe la posibilidad de que las bacterias tengan
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receptores de membrana para detectar las citocinas pro y antiinflamatorias o porciones

de polipéptidos derivados de la hidrdlisis de las citocinas probadas en dicha investigacion.

Al analizar, el efecto de la concentracién de PBS (solucion amortiguadora a base de
fosfatos), ésta es inversamente proporcional al grosor de la biopelicula formada en S.
aureus, lo que resulta interesante, por el hecho de que la solucion salina a base de
fosfatos, es un diluyente muy utilizado en la investigacién. Sin embargo, en el modelo de
estudio se observo un efecto negativo en la formacién de biopeliculas in vitro, es una
consideracion importante, por tal motivo se realizé6 el cambio por la solucion
amortiguadora a base de Tris (TBS), la cual no presenté ningun efecto sobre la formacién
de las biopeliculas en condiciones in vitro. Al comparar, los datos con la literatura, se han
reportado estudios sobre la actividad antimicrobiana de los fosfatos; debido a la
capacidad de estas sustancias de acomplejar cationes divalentes esenciales para
mantener la estructura celular de los microorganismos, cuyo efecto inhibitorio engloba la
mayoria de bacterias Gram-positivas y esporulados (Tremmel, 2021). También esta
reportado que un mecanismo de regulaciéon de la formacién de biopeliculas es la
concentracion de c¢-di-AMP; la disrupcién del gen gdpP, que codifica para la
fosfodiesterasa, involucrada en la degradacion de c-di-AMP; bajos niveles de este
nucledtido, inducen la formacion de las biopeliculas; ademas, la mutacion en gdpP afecta
la liberacion de ADN extracelular, lo que sugiere que puede estar relacionado con la
formacion de biopeliculas en S. aureus (Schilcher y Horswell, 2020). Cabe mencionar,
que los resultados obtenidos en el presente estudio fueron a las 24 h, tiempo sugerido
para evaluar la formacion de biopeliculas, seria interesante conocer ;Qué ocurre en
periodos de tiempo mas cortos?, ;Qué pasaria con las citocinas, si se adicionan, una vez
formada la biopelicula?, sin embargo, por la experiencia y los datos reportados se pudiera
inferir, que las citocinas tendrian una limitante fisica y las células sésiles en las
biopeliculas presentan un metabolismo basal, pero esas lineas de investigacion quedan

abiertas, para poder ser dilucidadas.
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VII. CONCLUSION GENERAL

En este estudio se observo un efecto especifico de las citocinas, al disminuir la
viabilidad y formacién de biopeliculas en S. aureus, con lo que se puede inferir, la
posible presencia de receptores para cada citocina o fragmentos de estas. Los datos
obtenidos de los niveles de expresion de los reguladores globales involucrados en la
formacion de la biopelicula en condiciones in vitro, sugieren la participacién de
diferentes rutas de regulacion, tal vez mediadas por el ARNIII del sistema de QS. Las
observaciones fueron a concentraciones de citocinas “elevadas” respecto a los niveles
circulantes en suero, pero congruentes con los incrementos locales en tejidos
infectados por S. aureus. La respuesta de S. aureus a las citocinas puede depender
del entorno, donde se establecen las biopeliculas y del fondo genético de las cepas
S. aureus MSSA y MRSA.
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IX. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

El uso indiscriminado de los antibidticos ha incrementado la resistencia por parte de
las cepas de S. aureus, lo que ha ocasionado buscar nuevas estrategias para el control
de las infecciones. La identificacién de genes involucrados en la comunicacion patégeno—
hospedero mediante un analisis del transcriptoma, con técnicas de secuenciaciéon o
microarreglos seria de suma importancia para identificar mecanismos de regulacion clave
y desarrollar tratamientos antibacterianos. La busqueda de genes cuya expresion se
afecten por la accion de las citocinas como TNFa, IL-13 e IL-10 sobre la formacién de
biopeliculas, constituye una estrategia dirigida a identificar genes importantes en la
interaccion patégeno — hospedero. Otro punto a dilucidar seria la participacion de los
reguladores globales involucrados en la formacién de las biopeliculas, con la generacion
de mutantes por transfeccion o insercion de genes de resistencia por recombinacion
homologa en el cromosoma de las cepas de S. aureus MRSA y MSSA, para analizar el
efecto de las sefales inmunomoduladoras del hospedero en dichas cepas. Este trabajo
abre nuevas areas de investigacion como: 1) Identificar posibles receptores y rutas de
transduccion de sefales especificas para cada citocina; 2) Moléculas de sefalizacion
involucradas en los mecanismos de respuesta a las citocinas, que pudieran ser blanco
de nuevos desarrollos farmacéuticos; 3) Indagar las bases de un mecanismo de

respuesta de S. aureus a la inflamacién mediada por otras citocinas en el hospedero.
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