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1. Resumen  

Streptococcus pneumoniae es uno de los principales patógenos respiratorios humanos con 

elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. Para estudiar el rol que cumple IL-17A en el 

modelo de colonización, realizamos estudios comparativos en ratones salvajes y ratones  

deficientes en Il17a. Se administraron vía intranasal dosis colonizantes de neumococo 

serotipo 1, 3, 14 y 23F, para luego sacrificar, a distintos tiempos, los animales colonizados con 

el fin de estudiar la cinética de colonización. Los ratones salvajes colonizados con serotipo 1 

eliminaron la colonización tres semanas tras el desafío mientras que los ratones Il17a-/- 

presentaron colonización incluso luego de los 4 meses. La cinética de colonización por el 

serotipo 3 mostró que también este serotipo tiene una persistencia a largo plazo en el tracto 

nasofaríngeo de animales Il17a-/-. Estudios preliminares realizados con serotipos 23F y 14 

mostraron resultados similares. Paralelamente a los estudios de colonización, se recolectaron 

muestras de suero de ambos grupos de ratones con el fin de realizar estudios de respuesta 

humoral contra el polisacárido capsular serotipo 1. Los resultados obtenidos a través de 

ensayos de ELISA no permitieron determinar una dependencia entre la IL-17A y la generación 

de anticuerpos primarios como sí lo había observado nuestro grupo de investigación en la 

respuesta secundaria de anticuerpos en un modelo de protección contra neumonía aguda. A 

su vez, se evaluó el rol de las células CD4+ en la producción de los anticuerpos específicos 

contra el polisacárido capsular 1. Por otro lado, se realizaron ensayos preliminares con el 

objetivo de restablecer el fenotipo salvaje en los animales deficientes para la Il17a, mediante 

el agregado exógeno de la citoquina recombinante. Finalmente, nuestros resultados indican 

que la IL-17A es fundamental para una correcta eliminación de la colonización. 
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2. Abreviaturas 

 

AcMo   Anticuerpos monoclonales 

CEV    Certificado Esquema de Vacunación  

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por inmunoabsorción    

ligado a enzimas) 

ENI   Enfermedad Neumocóccica Invasiva 

LTA   Acido Lipoteicoico 

MHC II    Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase II 

NAL   Lavado Nasofaríngeo 

PCV   Vacuna antineumocóccica conjugada  

Pn1   Streptococcus pneumoniae serotipo 1 

PnPS1   Polisacárido capsular de neumococo serotipo 1 

PS-C   Polisacárido C de la pared celular de neumococo 

S. pneumoniae  Streptococcus pneumoniae 

SIREVA Sistema de Redes de Vigilancia de los Agentes Bacterianos 

Responsables de Neumonía y Meningitis 

TA    Acido Teicoico 

TLR  Receptor tipo Toll 

ZPS   Plisacárido Zwitteriónico  
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3. Introducción 

3.1. Incidencia epidemiológica de S. pneumoniae a nivel regional y 

mundial. 

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria gram-positiva que tiene un rol 

preponderante en la causalidad de las infecciones respiratorias prevalentes de la comunidad: 

es el patógeno aislado con mayor frecuencia en infecciones focales, como otitis media aguda 

y sinusitis y el más frecuentemente relacionado con las infecciones invasivas en niños 

menores de 5 años. (Washington, Sanitaria, & Internacionales, 2011.) 

Las infecciones invasivas por Streptococcus pneumoniae, constituyen un serio problema de 

salud pública en países en desarrollo debido a las elevadas tasas de morbi-mortalidad que 

presentan. Se estima que, anualmente y sólo en Latinoamérica, neumococo es responsable 

de 1.3 millones de infecciones agudas del oído que pueden derivar en sordera, 327.000 casos 

de neumonía, 1.229 casos de sepsis y 4.000 casos de meningitis. (Washington et al, 2011b) 

Los grupos de riesgo para las enfermedades neumocóccicas incluyen niños menores de 5 

años, personas adultas mayores de 65 años y personas inmunocomprometidas, 

específicamente aquellas que poseen defectos en sus linfocitos B, deficiencias en el sistema 

de complemento, esplenectomía o mal funcionamiento del bazo, defectos en el receptor de 

interleuquina-1 o pacientes  con HIV (Bogaert et al, 2010). 

Aunque la incidencia de neumococo no excluye a los adultos, en éstos los afectados por 

enfermedad neumocóccica invasiva (ENI) solo representan el 30%, mientras que en los niños, 

la afección llega hasta el 60%.  Para América Latina, África y el Pacífico Asiático la neumonía 

por neumococo es una de las preocupaciones pediátricas más comunes (Who, 2007). 

Considerando Uruguay y Argentina, los datos muestran que  neumococo es la causa 

bacteriana más frecuente de neumonía y meningitis en pediatría y es la principal causa de 

sepsis después del periodo neonatal (Http://www.msal.gov.ar/). 
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En suma, se estima que por año mueren 1 millón doscientos mil niños menores de 5 años a 

causa de ENI, considerando tan sólo los países en vías de desarrollo y la cifra sigue en 

aumento (Who, 2007).  

Por otro lado, otro problema que ha complicado el manejo de las infecciones neumocóccicas 

es el incremento de la resistencia de S. pneumoniae a la penicilina y otros antibióticos. En 

1967 se informó del primer aislamiento de S. pneumoniae con sensibilidad disminuida a 

penicilina. Si bien la resistencia antibiótica de neumococo varía geográficamente, hoy por hoy 

representa un reto para la comunidad médica y la salud pública a nivel mundial. Es por este 

motivo que existen muchos grupos de investigación dedicados a determinar la 

susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de S. pneumoniae y por ende generar 

fármacos eficaces contra este patógeno. 

3.2. Vacunas antineumocóccicas. 

El principal factor de virulencia de S. pneumoniae es la cápsula externa de naturaleza 

polisacarídica. La misma está conformada por unidades repetitivas de oligosacáridos cuya 

composición y estructura son determinantes esenciales para su antigenicidad. Su diversidad 

permite la diferenciación de esta única especie en 94 serotipos.  

Sin embargo, un número relativamente limitado de serotipos (15 a 20) son los causantes de 

la mayoría de las infecciones neumocóccicas. Diferentes estudios sobre la vigilancia de 

serotipos capsulares, muestran una distribución heterogénea según la región geográfica 

analizada, lo que crea un problema en la formulación de vacunas que puedan proteger 

potencialmente a toda la población. (Microbiologia, 2012). A su vez, datos epidemiológicos 

muestran diferencias entre los serotipos de S. pneumoniae encontrados en países 

desarrollados y en vías de desarrollo observándose, además, diferencias entre los que 

predominan en Latinoamérica. De acuerdo a datos aportados por la red de laboratorios de 

Latinoamérica (SIREVA) en el período 2000-2005, el serotipo 14 fue el más prevalente dentro 

de los aislamientos obtenidos en Argentina, Brasil, Chile, Colombia, México y Uruguay, 

seguidos por los serotipos 6B, 5 y 1 (Washington et al, 2011a). Sin embargo, actualmente en 

nuestro país, los serotipos más frecuentes son el 1 seguido por  el 12 F y el 3 en igual medida 
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y con menor porcentaje el 24A y 11A  para menores de 5 años. En la población mayor a 5 

años se suman los serotipos 5 y 7F (Washington et al, 2011a).    

En la actualidad existen tres vacunas comercialmente disponibles contra neumococo. La 

vacuna polisacarídica 23-valente y las vacunas conjugadas 7- (PCV-7) y 13-valente (PCV-13). 

La vacuna 23-valente incluye polisacáridos purificados de 23 serotipos distintos (1, 2, 3, 4, 5, 

6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10, 11, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19 19F, 20, 22F, 23F y 33F). Esta vacuna 

protege contra la enfermedad neumocóccica invasiva en adultos pero no previene la 

colonización del tracto nasofaríngeo ni genera inmunidad protectora duradera en niños 

menores de 2 años o en pacientes inmunocomprometidos (Käyhty et al, 2006; van der Poll & 

Opal, 2009; Bjarnarson et al, 2005). La necesidad de superar las limitaciones de la vacuna 23-

valente condujo al desarrollo de las vacunas neumocóccicas conjugadas, en las que los 

polisacáridos capsulares son conjugados covalentemente a una proteína carrier o 

transportadora. La unión covalente del antígeno polisacarídico (T-independiente) al carrier 

induce una mayor inmunogenicidad y le confiere carácter T-dependiente. En el caso de la 

vacuna conjugada heptavalente, la misma contiene los antígenos capsulares de neumococo 

de 7 serotipos (4, 6B,9V,14,18C,19C y 23F), mientras que la 13-valente conjugada agrega los 

serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A (Quian, 2010). Al presentar los antígenos capsulares al sistema 

inmune de una manera más inmunogénica, se ha visto que la PCV-7 genera protección contra 

la infección sistémica y previene la colonización nasofaríngea reduciendo la transmisión en la 

comunidad (Käyhty et al, 2006; van der Poll & Opal, 2009). Nuestro país incorporó, en 2008, 

la PCV-7 al Certificado Esquema de Vacunación (CEV). Al analizar los datos de SIREVA II a 

partir del 2006, se observa una marcada disminución de la prevalencia del serotipo 14, 

incluido en la vacuna heptavalente (Figura 1). Por lo tanto, es posible medir el impacto de los 

esquemas de vacunación siempre y cuando las autoridades del ministerio de salud pública 

(MSP) de cada país generen conciencia sobre la importancia de la vacunación y sus controles 

pertinentes (Washington et al, 2011a; Hortal et al, 2012). La vacuna PCV-13 fue licenciada en 

2010 por la FDA (EE.UU) y en ese mismo año las autoridades sanitarias de Uruguay 

decidieron sustituir la anterior por esta presentación. Esta nueva vacuna, Prevenar® 13, al 

incorporar seis antígenos capsulares adicionales alcanza una cobertura del 90% de los 

serotipos circulantes en Uruguay (Quian, 2010). Aún no hay datos publicados que muestren 



 Introducción 

 

Tesis de grado en Bioquímica Página 10 
 

el impacto de esta nueva vacuna en la prevalencia de los serotipos circulantes en nuestra 

población. 

 

 

 

 

 

La protección generada por cualquiera de estas vacunas (conjugadas o polisacarídicas) es 

serotipo-específica, por lo que su eficacia depende de los serotipos prevalentes en una 

población dada. 

Si bien las vacunas conjugadas a proteínas han demostrado ser muy eficaces a la hora de 

proteger a la población de los serotipos por los cuales están compuestas, presentan algunas 

desventajas. Por un lado, son difíciles de producir, requieren refrigeración, múltiples 

inyecciones y no incluyen muchos de los serotipos observados en los países en desarrollo 

(Malley, 2010). 

Debe considerarse además que se ha observado el reemplazo de los serotipos representados 

en las vacunas conjugadas por otros ausentes en éstas a nivel de colonización nasofaríngea 

en las personas vacunadas, situación que podría llevar al fracaso de las mismas (Mehtälä et 

al, 2013; Käyhty et al, 2006). Además, el neumococo es capaz de recombinarse 

genéticamente de forma rápida y por tanto puede cambiar genes de biosíntesis de 

Figura 1. Evolución de los serotipos 1, 5, 14 y 19A de S. pneumoniae de 2006 a 2011, Uruguay.  En 
el eje y  se observan los porcentajes de ENIs causadas por los serotipos 1,5,14 y 19A en  niños 
menores de 5 años en Uruguay. Luego de la implementación del esquema de vacunación se 
observa una  marcada diminución en el % de aislamiento del serotipo 14. Gráfico extraído del 
informe SIREVA 2011 (Washington et al, 2011a) 
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polisacárido capsular de un serotipo por otro, lo que hace que estas vacunas puedan tener 

una eficacia transitoria (Croucher et al, 2011). Por otra parte, el alto costo de la PCV-7 y 

ahora de la PCV-13 significa un obstáculo importante para su incorporación en programas de 

inmunización masiva en países en vías desarrollo (Cockeran et al, 2005). A pesar del avance 

que representan estas vacunas en la profilaxis contra neumococo, en la actualidad ninguna 

de ellas representa una solución definitiva para la prevención de la enfermedad 

neumocóccica. Por tanto, la búsqueda de nuevas vacunas contra S. pneumoniae es todavía 

una prioridad a nivel mundial. A esto se suma la constante aparición de cepas resistentes a 

antibióticos que limitan la eficacia de los tratamientos (Croucher et al. 2011). 

3.3.  Streptococcus pneumoniae: agente etiológico 

3.3.1. Taxonomía 

Streptococcus pneumoniae pertenece al género Streptococcus de la familia 

Streptococcaceae. El género Streptococcus está conformado por cocos Gram positivos, 

anaerobios facultativos, catalasa negativa y citocromo-oxidasa negativa. Los estreptococos 

clínicamente relevantes son homofermentadores y el producto final de la fermentación de la 

glucosa es el ácido láctico. (MPS, 2011) 

3.3.2. Descripción microbiológica. 

Los neumococos son bacterias Gram positivas, encapsuladas, con morfología de diplococos 

lanceolados, con 0,5 a 1,25 µm de diámetro, arregladas en pares o en cadenas cortas 

(división en un plano), inmóvil, no formadora de esporas; típicamente crecen de modo difuso 

en caldo con suero y requieren medios complejos para su desarrollo (Lindberg B, Lindqvist B, 

Lönngren J, 1980). El cultivo en agar sangre de carnero presenta colonias lisas, pequeñas, 

brillantes, circundadas por un halo verde de α hemólisis. Son anaerobios facultativos y 

algunos aislamientos clínicos son exigentes en CO2. Neumococo pierde su viabilidad a 60ºC 

por 30 minutos, se lisa fácilmente, es soluble en bilis, sensible a la optoquina (Prado, 2001). 



 Introducción 

 

Tesis de grado en Bioquímica Página 12 
 

3.4.  Factores de virulencia y mecanismos de acción.  

Para lograr una colonización exitosa, neumococo tiene la necesidad de adherirse, persistir, 

multiplicarse e invadir el tejido respiratorio. Este es un colonizador muy eficaz y ha 

desarrollado mecanismos para "silenciosamente" co-existir con el hospedador en la 

nasofaringe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se ha planteado que una mejor comprensión del papel que desempeñan los factores de 

virulencia permitirá dilucidar la patogénesis de la infección producida por S. pneumoniae lo 

cual es esencial para el desarrollo  de nuevas estrategias para el tratamiento y prevención 

(vacunas) de la enfermedad neumocóccica. A su vez, la forma en que los factores de 

virulencia se distribuyen en las distintas cepas podría ayudar a identificar las asociaciones 

entre estos factores y los distintos tipos de enfermedad que produce  neumococo (Mitchell 

Figura 2. Esquema de distribución de factores de virulencia en S. pneumoniae:  cápsula, pared celular; 
proteínas de unión a colina; proteínas de superficie A y C (PspA y PspC);  proteínas LPXTG ancladas a la 
pared celular; hialuronatoliasa (Hyl); Proteína de adhesión y virulencia A (PvaA); enolasa (Eno); 
neumolisina; autolisina A (LytA);  proteína de unión de metales  A (PsaA); proteína de  adquisición de 
hierro  A (PiaA); proteína captadora de hierro A (PiuA). Adaptado de (Kadioglu et al, 2008b). 
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AM, 2011). En la  figura 2 se muestra la disposición de estos factores en la célula bacteriana y 

en la Tabla 1 se describen sus principales funciones. 

Sin lugar a dudas, el principal factor de virulencia es su cápsula polisacarídica ya que cumple 

un rol central en la colonización, invasión y diseminación a partir del tracto respiratorio. Sin 

embargo, ciertas proteínas neumocóccicas juegan un importante papel en la patogénesis de 

la enfermedad, bien como mediadores de la inflamación o bien por ataque directo a los 

tejidos del huésped (Martner et al, 2009). 
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Mecanismo de acción 

Cápsula 
Impide eliminación de la mucosa, actividad antifagocítica, impedimento estérico del complemento y de la 
unión de inmunoglobulinas a receptores del hospedero 

Pili En la superficie celular impide fagocitosis y promueve la invasión 

Acido teicoico Se une al receptor del factor activador de plaquetas (PAFr), ligando de TLR-2 y actividad proinflamatoria 

Fosforilcolina 
La fosforilcolina presente en la pared celular interactúa con el factor activador de plaquetas y permite la 
translocación del neumococo a través del epitelio 

Transportadores 
ABC 

Han estado implicados en la virulencia del neumococo Ami y PlP(Ali) son transportadores de 
oligopéptidos(involucrados en competencia ) 

Proteínas CBPs 
 

LytA NAM-amidasa. Principal autolisina 

LytB N-acetilglucosaminidasa. 

LytC Lisozima. Autolisina a 30
o
C 

Pce Fosforilcolin esterasa. Hidrolasa de pared celular. Se une a plasminógeno 

PspC Se une al receptor polimérico de inmunoglobulinas (pIg) en las células epiteliales 

PspA Recientemente se demostró que se une a la cadherina E en las células epiteliales 

Proteínas LPTXG 
 

NanA Neuramonidasa 

Proteasa IgA1 Inactiva la IgA humana y media el incremento de adhesión del neumococo al epitelio 

Lipoproteínas 
 

Psa A Lipoproteína transportadora de manganeso. Se une a cadherina E 

PiuA/PiA 
Componentes lipoproteicos de transportadores ABC, adquieren hierro para crecimiento bacteriano y 
virulencia 

Otras proteínas 
 

GADPH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. Se une a plasminógeno 

PavA Se une a la fibronectina y esto favorece la unión a las células del huésped 

Eno Se une al plasminógeno y esto favorece la unión a las células del huésped 

Neumolisina 
Citólisis, ligando de TLR-4, induce ciliostasis, impide estallido respiratorio, activación de complemento y 
producción de citoquinas y quimioquinas. 

Tabla 1. Principales factores de virulencia involucrados en la patogenicidad de S. pneumoniae. ABC: cassette de 
unión a ATP; LytA/B/C: lisozima A/B/C; Pce: se denomina también LytD y CbpE; PspC: proteína de unión a superficie 
C, se denomina también CbpA,SpsA y PbcA; PspA: proteína de unión a superficie A; proteasa de IgA1: proteasa de 
la Inmunoglobulina A1 humana; NAM-amidasa: N-acetilmuramil-L-alanina amidasa. (Kadioglu et al, 2008a; van der 
Poll & Opal, 2009; Bogaert et al, 2004b)  
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3.4.1  Cápsula polisacarídica. 

La virulencia e invasividad de neumococo varían de acuerdo con los serotipos y depende de 

la composición química y de la cantidad de polisacárido capsular producido. Estas diferencias 

determinan la supervivencia de la bacteria en la circulación y las posibilidades de ocasionar 

enfermedad invasora. Esto es, la capacidad de la bacteria para activar el sistema de 

complemento y evitar su depósito en la cápsula, y por otra parte la resistencia a la fagocitosis 

y capacidad para inducir anticuerpos (Bentley et al, 2006; Li et al, 2013). 

A pesar de ser el principal factor de virulencia, aún no es completamente conocido el 

mecanismo patogénico de la cápsula en el hospedero más allá de que tradicionalmente se 

dice que la misma es antifagocítica. Por un lado, dado que el polisacárido capsular está, en 

gran medida, cargado negativamente, inhibe estéricamente la interacción entre los 

receptores fagocíticos CR3 y Fc gamma con los componentes iC3b y el componente Fc de la 

IgG, respectivamente. De esta manera, permite que las bacterias permanezcan en el espacio 

extracelular sin ser fagocitadas. Por otro lado, la cápsula  es esencial para la colonización, 

debido a que impide la remoción de las bacterias mediante el mucus, restringe la autolisis y 

reduce la exposición a los antibióticos.(Kadioglu et al, 2008a; Paterson & Mitchell, 2006; van 

der Poll & Opal, 2009) 

Sin embargo, pese a las estrategias de evasión de neumococo frente al  sistema inmune 

innato, los anticuerpos contra el polisacárido capsular protegen al huésped contra el serotipo 

homólogo mediante la opsonofagocitosis. A pesar de que la antigenicidad de la cápsula es 

tipo-específica al compartir polisacáridos con otros serotipos, se puede dar la reactividad 

cruzada. (Bogaert et al, 2004a) 

3.4.2.  Pared celular. 

La capa por debajo de la cápsula polisacarídica es la pared celular y consiste en una 

estructura rígida que rodea la membrana citoplasmática y que está constituida por 

peptidoglicanos a los que se unen proteínas, hidratos de carbono y lipoproteínas (Bogaert et 

al, 2004a). El peptidoglicano tiene acción antigénica. Asociados a éste se encuentran los 

ácidos lipoteicoicos que afloran a la superficie y actúan como mediadores de la adherencia a 

las células epiteliales de la mucosa. La pared celular induce una intensa reacción inflamatoria 
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que acompaña la infección por neumococo, lo que provoca  el reclutamiento de células 

inflamatorias, la activación del complemento y  la producción de citoquinas (Bruyn & van 

Furth, 1991). En la pared celular también se encuentran los determinantes antigénicos de 

grupo, como por ejemplo el polisacárido C (Ps-C). Este carbohidrato es el mayor componente 

estructural de la pared celular de todos los neumococos. Es un polímero de ácido teicoico 

que contiene fosforilcolina como determinante antigénico mayoritario, siendo ésta la 

responsable de la interacción de neumococo con la proteína C reactiva. La unión de la 

proteína C reactiva al polisacárido C, activa el complemento y media la fagocitosis (Kaplan & 

Volanakis, 1974). 

3.4.3. Proteínas involucradas en la patogénesis de S. pneumoniae.  

3.4.3.1. Neumolisina 

La proteína neumolisina (codificada por el gen ply) es un factor de virulencia que pertenece a 

la familia de toxinas formadoras de poros, producidas por más de 20 especies de bacterias 

grampositivas (Charalambous & Leung, 2012). Es una proteína intracelular por lo que 

originalmente se creía que sólo se liberaba durante la autolisis, aunque en la actualidad es 

sabido que es independiente de este proceso (Balachandran et al, 2001). Esta toxina se une 

al colesterol de la membrana celular del huésped y forma poros grandes, de 30 nm de 

diámetro, mediante la oligomerización de alrededor de 50 monómeros de la toxina (Mitchell 

AM, 2011). En bajas concentraciones, induce una respuesta pro-inflamatoria en conjunto con 

la producción de especies reactivas de oxígeno y otros mediadores inflamatorios (Pérez-

Dorado et al, 2012). 

Su papel en la patogénesis de la infección se estudió en modelos animales, en los que se 

utilizaron cepas mutadas de S. pneumoniae donde se interrumpió o eliminó el gen que 

codifica la toxina. En estos modelos se observó que la ausencia de neumolisina redujo la 

virulencia del microorganismo en la vías de infección intranasal y sistémica. Asimismo, 

cuando se inocularon estas cepas mutantes en el pulmón de ratón se detectó no sólo un 

retraso sino también una disminución en la intensidad de la respuesta inflamatoria y en el 

reclutamiento celular en respuesta a la infección (en comparación con la provocada por la 

bacteria salvaje), principalmente a nivel de neutrófilos. También se observó retraso y 
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disminución en la redistribución de los linfocitos T y B dentro de los bronquiolos inflamados y 

alrededor de éstos. (Mitchell & Mitchell, 2010) 

Recientemente, una variante en el alelo ply (ply4496) de un linaje hipervirulento del serotipo 

1 mostró reducida actividad hemolítica. Utilizando un modelo murino, se observó un mayor 

recuento bacteriano en sangre en el caso de los animales infectados con la cepa mutante en 

comparación con los que recibieron la cepa salvaje (D39), lo que sugiere que la reducción en 

la actividad hemolítica confiere una ventaja de crecimiento en sangre (Harvey et al, 2011; 

Charalambous & Leung, 2012).  

En resumen, los principales efectos de la neumolisina incluyen su actividad lítica y de  

activación del complemento. Estas acciones contribuyen de manera variable según el tipo de 

infección. 

3.4.3.2. PROTEÍNAS DE SUPERFICIE. 

Las proteínas de superficie son en parte las responsables de las características hidrofóbicas y 

electroestáticas de neumococo y pueden facilitar la adherencia a las células del huésped 

mediante interacciones no específicas e interacciones fisicoquímicas (Bogaert et al, 2004b). 

Se han identificado tres grupos principales de proteínas de superficie en S. pneumoniae que 

son lipoproteínas, proteínas con motivos LPXTG unidas covalentemente al peptidoglicano de 

la pared celular y proteínas de unión a colina. 

3.4.3.2.1.  Lipoproteínas 

Se han descrito cerca de 50 lipoproteínas diferentes (Pérez-Dorado et al, 2012), dentro de las 

que se encuentra  PsaA.  Esta proteína juega un rol muy importante durante las primeras 

etapas de colonización de neumococo al actuar como adhesina y favorecer la  unión de 

neumococo a la superficie del epitelio no inflamado.  PsaA pertenece al sistema de 

transporte ABC (ATP-binding cassette) involucrado en la captación de manganeso y zinc. En 

especial el manganeso es de vital importancia para el normal crecimiento de neumococo 

dado que es imprescindible en la resistencia contra el estrés oxidativo (Kadioglu et al, 2008a; 

Pérez-Dorado et al, 2012). 
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Otras lipoproteínas que contribuyen con la virulencia son SIrA, PpmA, Pia y Piu, ya que 

mutantes deficientes en estas lipoproteínas mostraron reducida virulencia en modelos de 

neumonía y bacteriemia (Pérez-Dorado et al, 2012).  PiaA y PiuA son relevantes en la 

captación de hierro el cual también es importante para el correcto crecimiento de 

neumococo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3. Modelo esquemático de las diferentes clases de proteínas expuestas en la superficie y su 
ubicación en la pared celular neumocócica.  Izquierda, representación esquemática de la 
disposición modular en proteínas de superficie de neumococo. Derecha, sobre la membrana 
citoplasmática se encuentra la multicapa mureínica (peptidoglicano) donde los ácidos teicoicos 
(TA), y los ácidos lipoteicoicos (LTA), se unen covalentemente  a la membrana. Las unidades de 
repetición de TA y LTA de Streptococcus pneumoniae tienen una estructura química idéntica. 
Mientras que las lipoproteínas (por ejemplo mALX) se mantienen ancladas a la membrana, las 
proteínas LPXTG (por ejemplo SpuA) están unidas covalentemente al peptidoglicano. La pared 
celular neumocóccica consiste en una membrana de fosfolípidos (LM), peptidoglicano (PG), TA y 
LTA-. Proteínas de unión a colina (por ejemplo, Pce) ancladas a la pared celular mediante 
interacciones no covalentes con los residuos de colina de los TA. Proteínas de superficie no clásicas 
(por ejemplo, Eno) carecen del péptido líder clásico y los motivos de anclaje de membrana (Pérez-
Dorado et al, 2012). 
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3.4.3.2.2. Proteínas de unión a motivos LPXTG. 

Las proteínas de unión con motivos LPXTG tienen principalmente funciones enzimáticas o de 

adhesión (Ton-That et al, 2000; Dramsi et al, 2008). Distintos tipos de estas proteínas de 

superficie contribuyen con la virulencia entre las que se encuentran la hialuronidasa, la 

neuraminidasa, la serina proteasa PrtA y la proteasa de IgA1 humana. 

Tanto la hialorunidasa como la neuraminidasa son importantes, ya que provocan daños 

directos sobre el huésped y favorecen la colonización por neumococo. (Pérez-Dorado et al, 

2012). 

La proteasa de la inmunoglobulina A1 humana es un factor que limita la efectividad de la 

respuesta inmune humoral de las mucosas ya que específicamente cliva la IgA1 humana. Se 

ha mostrado que la IgA unida a la bacteria, al ser clivada por esta proteasa , facilita la 

adherencia de neumococo a las células del tracto respiratorio alto promoviendo la 

colonización inicial. Weiser y sus colegas han propuesto que el clivaje de la IgA opsonizante 

por la proteasa de IgA1 resulta en un cambio en la carga de la superficie celular de la bacteria 

y de ésta manera se incrementaría la proximidad física entre la colina perteneciente a la 

pared celular de neumococo y el receptor del factor activador de plaquetas (rPAF) del 

hospedador (Weiser et al, 2003). 

Debido a la actividad de la proteasa de IgA1, la reducción de carga bacteriana mediada por 

anticuerpos puede ocurrir sólo después de que otras clases y subclases de anticuerpos 

específicos hayan sido generados en cantidades suficientes. Es interesante considerar que 

estas proteasas de IgA son producidas también por otras bacterias capaces de producir 

infecciones invasoras severas como H. influenzae tipo b y N. meningitidis (Kadioglu et al, 

2008a). 

3.4.3.2.3. Proteínas de unión a colina. 

Una característica única de  S. pneumoniae  es su requerimiento nutricional por la colina, la 

cual es adquirida del medio de crecimiento e incorporada en las unidades repetidas de ácido 

teicoico y ácido lipoteicoico (Pérez-Dorado et al, 2012). 
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Algunas de estas proteínas de unión a colina como  PspA, PspC y cuatro enzimas hidrolíticas 

de la pared celular (LytA, LytB, LytC, CbpE) se asocian con virulencia. 

El rol de PspA  en la virulencia de neumococo ha quedado evidenciado en modelos 

experimentales en los que se ha visto que las cepas mutantes incapaces de producir PspA son 

eliminadas más rápidamente en comparación con las cepas salvajes. Los datos recogidos por 

el grupo de investigación de Tu Ha y colaboradores indican que la capacidad de PspA para 

inhibir la activación del complemento durante la etapa temprana de la infección permite a 

neumococo evadir los mecanismos de defensa del huésped encargados de su eliminación (Tu 

et al, 1999). 

PspC promueve la adherencia de neumococo ya que es capaz de interaccionar con el 

componente secretorio del receptor polimérico de las inmunoglobulinas (pIgR). Éste es el 

responsable de la translocación de los anticuerpos de tipo IgM e IgA secretorios en el pulmón 

y podría servir como primer paso en la translocación a través del epitelio respiratorio. En 

cuanto a su otra función, PspC puede unirse al Factor H, que es un regulador negativo de la 

vía alterna del complemento que actúa impidiendo la activación de C3b y por tanto de la 

opsonofagocitosis mediada por complemento. 

Por otra parte LytA, también conocida como autolisina, hidroliza el peptidoglicano a péptidos 

y residuos de glicano. De esta forma lleva a la lisis de neumococo y a la liberación de 

peptidoglicano y ácidos teicoicos, así como también de neumolisina, si bien la liberación de 

ésta última no es totalmente dependiente de la autolisina (Berry & Paton, 2000).  

Asimismo, LytB, LytC y CbpE intervienen en la colonización de la nasofaringe. 

3.4.4  Pili 

En el año 2006 se identificó la presencia de pili en la superficie de S. pneumoniae. El pili 

interviene en la virulencia, es el mediador del anclaje de la bacteria en las células y también 

estimula la síntesis de citoquinas proinflamatorias. Además, se identificó otra clase de pili que 

interviene en la adherencia de neumococo a las células epiteliales. Aunque no todas las cepas 

de S. pneumoniae poseen pili, algunas expresan los dos tipos (Bagnoli et al, 2008). 
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3.5. Colonización Nasofaríngea 

Como vimos anteriormente S. pneumoniae puede formar parte de la microbiota del tracto 

respiratorio superior, y puede ser fácilmente cultivado a partir de la naso-orofaringe. La 

nasofaringe es una cavidad permeable, es decir, está continuamente abierta al aire y una de 

sus funciones radica en la ventilación del oído medio. En los casos en que neumococo  supera 

las barreras de defensa del hospedador y alcanza regiones estériles como el oído medio o los 

senos paranasales, puede provocar patologías como otitis media aguda o sinusitis, 

respectivamente. 

Neumococo se transmite a través de la formación de aerosoles. Esta diseminación horizontal 

permite el contagio entre los individuos del entorno directo, dando lugar a la propagación en 

la comunidad. 

En los niños, neumococo tiene una prevalencia de 30 a 60%, mientras que en adultos es de  

1- 10%. En algunos estudios se ha mostrado que más del 95 % de los niños pueden haber sido 

colonizados por 6 serotipos distintos a la edad de dos años pero a medida que crecen, la 

prevalencia de la portación disminuye y la distribución de los serotipos colonizantes varía, 

pudiéndose encontrar incluso algunos de los serotipos prevalentes en adultos. Antes de los 9 

años, la colonización se mantiene por encima del 30 al 40 %, pero luego disminuye 

progresivamente (Song et al, 2013). 

Generalmente, la colonización es asintomática pero en algunos casos deriva en distintos tipos 

de enfermedad. Este espectro clínico desde la colonización hacia la enfermedad 

neumocóccica invasiva dependería del serotipo capsular de neumococo en lugar de los 

antecedentes genéticos. De acuerdo con la revisión de la literatura, los serotipos 1, 4, 5, 7F, 

8, 12F, 14, 18C y 19A son más propensos a causar ENI (Song et al, 2013). 

La colonización nasofaríngea es un proceso dinámico en cuanto a la rotación de serotipos y 

especies colonizantes. A su vez existe  competencia interespecies y entre las diferentes cepas 

de S. pneumoniae lo cual interfiere con la composición de la flora nasofaríngea (Bogaert et al, 

2004b; Ghaffar et al, 1999, 2002; Pericone et al, 2000; Lipsitch et al, 2000). Por otro lado, la 

interferencia que se da a raíz de la vacunación sobre este tipo de relación de competencia, 

cooperatividad e inhibición entre las distintas cepas de una misma especie e interespecies, 
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puede generar consecuencias graves e impredecibles en la composición de la flora 

nasofaríngea (Bogaert et al, 2004b; Charalambous & Leung, 2012). 

3.6. Respuesta del hospedador contra la colonización por neumococo.  

La respuesta inmune del hospedador juega un rol muy importante en el control de la carga 

bacteriana. Una fuerte repuesta inmune que involucre a los fagocitos (neutrófilos y 

macrófagos), células B (anticuerpos contra la cápsula polisacarídica del neumococo y contra 

sus proteínas de superficie) y células T, remueve rápidamente la colonización por 

neumococo. Por el  contrario, una respuesta inmune débil determina una colonización más 

prolongada (Jambo et al, 2010).  

3.6.1. Respuesta innata del hospedador durante la colonización. 

La activación de los mecanismos de defensa del sistema inmune innato no solo es importante 

en contener la infección sino también en mantener la homeostasis. Los mismos colaboran 

con el desarrollo de respuestas inmunes celulares destinadas a proteger el epitelio 

respiratorio de la invasión por patógenos específicos. 

Está ampliamente demostrado que el complemento juega un rol muy importante en la 

protección contra la infección por neumococo debido a su capacidad de opsonizar la bacteria 

para que pueda ser eliminada por opsonofagoctitosis (Brown et al, 2002). Sin embargo,  su 

rol en la protección contra la colonización es discutido debido a resultados un tanto 

contradictorios. 

Por un lado, datos obtenidos en modelos murinos de co- colonización con S. pneumoniae y H. 

influenzae sugieren que la eliminación exitosa de neumococo de la nasofaringe es resultado 

de su opsonización por complemento, seguida por la activación de  neutrófilos que son 

reclutados hacia la superficie de la mucosa (Lysenko et al, 2005). A su vez, en un modelo 

distinto, C3 (proteína que juega un rol central en la activación del complemento) fue esencial 

dentro de los pulmones para generar una óptima respuesta contra el neumococo y 

subsecuentemente desempeñó un rol preponderante a nivel sistémico (Kerr et al, 2005). Por 

el contrario, otro grupo de trabajo que utilizó un modelo de colonización en ratones 

deficientes en C3, mostró que la colonización por neumococo se eliminó a la misma 
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velocidad que en los ratones salvajes (Rossum et al. 2010). Es importante tener en cuenta 

que los modelos en los cuales se utilizan ratones pueden variar según el fondo genético del 

animal y de los serotipos de neumococo que se utilicen y por ende los resultados obtenidos 

pueden variar de un modelo a otro.  

Otro de los componentes principales de la respuesta inmune innata es la proteína C reactiva 

(CRP, del inglés “C- reactive protein”), la cual juega un rol crucial en la defensa del 

hospedador contra  S. pneumoniae. CRP es una proteína de fase aguda, producida por las 

células epiteliales, que habitualmente se encuentra en el suero pero cuya concentración se 

ve incrementada durante la inflamación (Du Clos & Mold, 2004). Esta proteína tiene varias 

funciones debido a su capacidad de unirse a la fosforilcolina que expresa neumococo en su 

superficie. Por un lado, esta unión induce la activación de la vía clásica del complemento 

potenciando de esta manera su  opsonización. Por otro lado,  dicha unión inhibe la adhesión 

de la bacteria al receptor del factor activador de plaquetas (PAFr) en la superficie de las 

células del huésped. De ésta manera ayuda a eliminar la colonización del tracto respiratorio 

alto, evitando que neumococo migre a través de las capas endoteliales y epiteliales en un 

proceso denominado invasión de tejido pericelular (Gould & Weiser, 2001, 2002). 

Por otra parte, la señalización a través de los receptores tipo Toll activa la respuesta innata 

de las mucosas que finaliza en el reclutamiento de fagocitos como neutrófilos y macrófagos 

(Craig et al, 2009). El adaptador mejor caracterizado por su participación en la señalización 

de la mayoría de los TLR es MyD88. A partir del mismo se activan las cuatro vías principales 

de señalización: la vía del factor nuclear de transcripción κB (NFκB) y tres vías de protein-

quinasas activadas por mitógeno (MAP quinasas) (Díaz et al.  2009).Los ratones que carecen 

de MyD88 son incapaces de controlar el crecimiento de patógenos respiratorios como S. 

pneumoniae (Albiger et al, 2005). 

Los TLR-2, TLR-4 Y TLR-9, así como también la proteína adaptadora MyD88, participan en la 

detección temprana y posterior eliminación de neumococo en los pulmones (Muñoz et al, 

2010). Los receptores citosólicos NOD (del inglés “nucleotide-binding oligomerization 

domain”) tipo 1 y 2 reconocen diferentes porciones del peptidoglicano de neumococo. 

Utilizando ratones deficientes en los distintos receptores tipo Toll se determinó que TLR9 es 

el receptor que juega el rol más importante en la infección por neumococo ya que sólo los 
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animales TLR9-/-  fueron altamente susceptibles a la infección letal. TLR-9 detecta ADN 

bacteriano (motivos CpG no metilados) y parece ser esencial para la fagocitosis y destrucción 

eficaz de los neumococos por los macrófagos pulmonares (Albiger et al, 2007). 

TLR-4, por otra parte, se activa en presencia de la neumolisina. Estudios in vivo con ratones 

deficientes en TLR-4 (TLR-4 -/-) han demostrado una mayor sensibilidad, mayor carga 

bacteriana y un aumento en la apoptosis de las células del tracto respiratorio alto a tiempos 

tempranos durante la colonización y luego de la infección pulmonar por neumococo, en dosis 

bajas (Malley et al., 2003; Branger et al., 2004; Srivastava et al., 2005). 

Los componentes de la pared celular de neumococo como el ácido lipoteicoico (LTA) y las 

lipoproteínas (LBP) son reconocidas por  TLR-2. 

El rol de TLR2 ha sido estudiado en diferentes modelos in vivo de infección neumocóccica. 

Por un lado, hay estudios que mostraron que TLR2 es importante en etapas tempranas de la 

colonización por neumococo (Rossum et al. 2005). Sin embargo, otros estudios mostraron 

resultados contradictorios que sugieren que TLR-2 podría desempeñar un papel perjudicial 

durante fases tempranas de la colonización por alterar la integridad de la barrera epitelial y la 

promoción de la translocación neumocóccica (Clarke et al, 2011). Por otra parte, algunos 

autores han sugerido que en el caso de la neumonía neumocóccica, TLR2 no tendría un rol 

muy importante (Knapp et al, 2004). Por el contrario, en un estudio llevado a cabo por Lee y 

colaboradores se plantea la existencia de un efecto sinérgico entre TLR-2 y TLR-4, así como 

también entre TLR-2 y TLR-9, respecto a la liberación de quimioquinas y citoquinas en 

respuesta a la infección por un serotipo determinado de S. pneumoniae (Lee et al, 2007). 

En resumen, estos datos indican que las células de la inmunidad innata expuestas ante S. 

pneumoniae pueden integrar las señales de hasta tres receptores tipo Toll distintos (tanto 

intracelulares como extracelulares) e inducir una respuesta rápida y sinérgica de citoquinas y 

quimioquinas que juegan un rol crítico en la defensa temprana del hospedador frente a 

neumococo (Lee et al, 2007).  

También hay que mencionar otros PRRs como los receptores MARCO y CD14 que también 

juegan un rol importante en el reconocimiento de este patógeno. Se ha mostrado, in vitro, 

que el receptor MARCO presente en los macrófagos alveolares es capaz de unir y mediar la 

internalización de neumococo; asimismo ratones Marco -/- tienen una mayor susceptibilidad 
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a la infección por neumococo (Arredouani & Kobzik, 2004). Mientras que CD14 es otro 

receptor que ha mostrado ser importante en la invasión de S. pneumoniae desde las vías 

aéreas hacia la sangre (van der Poll & Opal, 2009). 

Por último, es importante nombrar el rol que cumplen tanto los macrófagos como los 

neutrófilos en conjunto con determinadas citoquinas durante esta primera etapa de defensa 

contra neumococo. 

Entre el primer y tercer día luego de la colonización, se observa  un notorio flujo de 

neutrófilos hacia el lumen de las cavidades nasales que se asocia a una reducción de la carga 

bacteriana. El flujo continuo de neutrófilos se atribuye al efecto quimiotáctico de IL-8, la cual 

es sintetizada por las células epiteliales, glandulares y los leucocitos. También, la función de 

IL-3 es importante, pues se sintetiza por las células T activadas y permite la estimulación, 

diferenciación y activación de macrófagos, neutrófilos, mastocitos y eosinófilos. Sin embargo, 

a pesar del infiltrado de neutrófilos, la colonización por S. pneumoniae persiste (Kadioglu et 

al, 2008a). El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) es de particular importancia dado que al 

inhibirlo o eliminarlo el neumococo es capaz de aumentar su población y logra una mayor 

diseminación. Este efecto esta principalmente mediado por el receptor de tipo I del TNF. La 

interleuquina 1 (IL-1) parece tener el mismo rol protectivo aunque de  menor importancia. La 

inhibición de ambos, TNF-α e IL-1, hace a los animales más susceptibles a contraer neumonía 

y otros tipos de infecciones (van der Poll & Opal, 2009). 

Esta respuesta inflamatoria aguda es incapaz de controlar la colonización inicial pero actúa 

promoviendo la respuesta inmune adaptativa y la eliminación posterior de la bacteriana 

(Jambo et al, 2010).  

3.6.2. Respuesta adaptativa del hospedador durante la colonización. 

El rol de los anticuerpos contra la infección por neumococo es indiscutido. Sin embargo, su 

importancia durante la colonización no esta tan clara. 

La colonización nasofaríngea estimula la producción de IgA, (predominante en las secreciones 

externas), así como también de IgG sérica. El aumento en las concentraciones de anticuerpos 

contra la cápsula polisacarídica o contra las proteínas de neumococo (neumolisina, PsaA), ya 

sea en suero o en saliva, está relacionado con la protección contra la colonización (McCool & 
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Weiser, 2004). Estos anticuerpos opsonizan al neumococo, transformándolo en blanco para 

los fagocitos, los cuales lo reconocen, lo ingieren y de ésta manera lo eliminan de la 

nasofaringe (Jambo et al, 2010). 

Aún es discutido si los anticuerpos son relevantes en la protección contra la colonización 

(Richards et al, 2010). Por un lado, en los últimos años ha surgido evidencia considerable 

sobre el rol esencial que juega la respuesta celular, llegando a postularse que la protección 

contra la colonización es dependiente de células T CD4+ e independiente de anticuerpos 

(Malley et al, 2005a). En modelos experimentales, se comprobó que animales deficientes en 

las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC II) y que por tanto 

no tienen células T CD4+ funcionales, presentan una colonización más prolongada (Malley et 

al, 2005a). Esto sugiere un rol de estas células en la protección frente a la colonización. Por 

otro lado, la transferencia adoptiva de células T CD4+ específicas confirió protección a 

animales RAG-deficientes (que no tienen células T ni B) (Lu et al, 2008). En particular, se ha 

visto que son las células T CD4+ productoras de IL-17A (Th17) el subtipo responsable de la 

protección frente a la colonización por neumococo (Malley et al, 2005b; Roche et al, 2007). 

En este sentido, Weiser y colaboradores mostraron que la protección contra la colonización 

es independiente de los anticuerpos. Para ello, utilizaron ratones µMT (deficientes en células 

B y por ende, incapaces de generar anticuerpos), en donde se vio que pese a la ausencia de 

anticuerpos la colonización no se veía afectada, ni en duración ni en carga bacteriana 

(McCool & Weiser, 2004). 

Por otro lado, algunos autores sugieren que la respuesta de anticuerpos contra S. 

pneumoniae no sólo es necesaria sino que también es suficiente para proteger contra la 

colonización; y que si bien la colonización induce células Th17, éstas no son necesarias para 

eliminar la colonización (Cohen et al, 2011).  

3.7. Células Th17 productoras de IL17A. 

Las distintas poblaciones de células T CD4+ efectoras se definen en función de los perfiles de 

citoquinas que producen. En este sentido, las células Th1 secretan IFN- y activan 

mecanismos de la inmunidad celular esenciales en el control de patógenos intracelulares. Las 

células Th2 se caracterizan por la producción de IL-4, IL-5 e IL-13 y son importantes en el 
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control de infecciones por parásitos helmintos y en dirigir la respuesta inflamatoria en 

enfermedades como el asma (Zhao et al, 2011). 

La caracterización de un nuevo linaje de células TCD4+ productoras de IL-17, las células Th17, 

ha revolucionado nuestro concepto de inmunidad mediada por células T. Durante los últimos 

5 años, se han propuesto muchas vías de diferenciación para las células Th17 (Peck & Mellins, 

2010). 

Actualmente, se entiende que las células Th17 requieren de la presencia de TGF-β (del inglés 

“transforming growth factor”) e IL-6 para su diferenciación y que están bajo la regulación de 

los factores de transcripción ROR--t y Stat 3 (Ivanov et al, 2006; McGeachy & Cua, 2008). IL-

23 también es requerida para el desarrollo de Th17, pero aparentemente no participa en las 

etapas tempranas de diferenciación sino que es necesaria para el establecimiento del 

fenotipo (Langrish et al, 2005). Cabe destacar que, aunque TGF-β es crucial para el desarrollo 

del linaje Th17 en ratón, en humanos la diferenciación requiere IL-1, IL-6 y posiblemente IL-

23, pero no TGF-β (Napolitani et al, 2009; Khader et al, 2009). 

Las células Th17 se caracterizan por la producción de IL-17A e, IL-17F así como también de IL-

21 e IL-22 (Khader et al, 2009). 

IL-17A es la citoquina prototipo de las citoquinas Th17 y es por tanto la más estudiada. 

Pertenece a la familia de citoquinas IL-17 que incluye otros 5 miembros:  IL-17B, IL-17C, IL-

17D, IL-17E e IL-17F. Los genes  que codifica para IL-17A e IL17F, en humanos, se encuentran 

en el cromosoma (cr) 6p12. Estas dos citoquinas son las que presentan mayor homología 

dentro de la familia, siendo probablemente esta la razón por la cual usan mecanismos de 

señalización similares para ejercer sus funciones pro-inflamatorias (Chang & Dong, 2009; 

Hymowitz et al, 2001). 

IL-17A induce también la expresión de diversas citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, 

como IL-6, TNF-α, IL-1, CXCL-6, CXCL-7, CXCL-8, MCP-1 y metaloproteinasas contribuyendo a 

la expansión de la respuesta inflamatoria, mediante el reclutamiento y activación de 

neutrófilos y macrófagos (Ye et al, 2001; Dong, 2008; Ivanov & Manel, 2010), y la producción 

de péptidos antimicrobianos como lipocalina-2, Reg3γ, β-defensinas y calprotectina 

(Ishigame et al, 2009; Raffatellu et al, 2008). Además, favorecen la secreción local de mucus y 
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la proliferación y regeneración de enterocitos, proceso inducido en gran medida por IL-22 

(Zheng et al, 2008). 

Además, inducen la expresión de claudinas, componentes de las uniones epiteliales capaces 

de regular la conformación de la barrera intestinal mediante la señalización de ERK y MAPK 

(Kinugasa et al, 2000), convirtiendo estas células en actores de la homeostasis intestinal. Los 

receptores para  IL-17 (IL-17RA y IL-17RC) son expresados en órganos como pulmón, riñón, 

hígado y bazo (Gu et al, 2013), y en leucocitos, queratinocitos, fibroblastos, y células 

epiteliales, mesoteliales y del endotelio (Matsuzaki & Umemura, 2007). 
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Figura 4. Esquema de la diferenciación de células Th17 en ratón y en humanos. (A) En el ratón, 
las células T naive activadas en presencia de TGF-b (posiblemente proporcionados por células 
Treg) e IL-6, comienzan la diferenciación hacia el subconjunto de células Th17; IL-6 regula 
positivamente a IL-21 e IL-23R para promover el desarrollo de Th17. En la ausencia de IL-6, 
TGF-B induce a las células T reguladoras. El desarrollo de células Th17 es inhibida por el ácido 
retinoico e IL-2 y por las citoquinas  que favorecen la diferenciación a Th1 y Th2.  (B) En el 
hombre, IL-23 o IL-1 dirigen la diferenciación de las células Th17 que expresan IL23R y CCR6. 
Los efectos de IL-1 puede ser potenciado por  IL-23 y / o IL-6. Las citoquinas que favorecen la 
diferenciación de las células T naive a células con perfil Th1 inhiben el desarrollo de células 
Th17 (McGeachy & Cua, 2008). 
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3.8. Th17 e IL17A en la respuesta inmune contra Streptococcus 

pneumoniae. 

Las primeras evidencias que vincularon la producción de IL-17A a la infección por distintos 

microorganismos patógenos, surgieron en el año 2000, previo al establecimiento del 

concepto del nuevo linaje Th17. 

Luzza y colaboradores reportaron la existencia de células productoras de IL-17 en la lámina 

propia de pacientes infectados con Helicobacter pilori (Luzza et al, 2000). En el mismo año 

Infante-Duarte y colaboradores mostraron que la respuesta T antígeno-específica podía ser 

desviada hacia un fenotipo IL-17+/IFN gama-/IL4- por una lipoproteína de Borrelia burgdorferi 

(Infante-Duarte et al, 2000), fenotipo correspondiente con el actual linaje Th17. Desde 

entonces ha surgido un gran número de reportes vinculando a IL-17 en la respuesta contra 

bacterias extracelulares (Ye et al, 2001), intracelulares (Lockhart et al, 2006; Xu et al, 2008), 

hongos (Kawaguchi et al, 2004) e incluso infecciones virales (Matsuzaki & Umemura, 2007). 

En conjunto estos trabajos permiten sugerir un rol de IL-17 en la respuesta inmune 

protectora, en particular en patógenos de mucosas (Chabalgoity et al. 2007). La importancia 

de IL-17 en la inmunidad protectora contra patógenos extracelulares fue probada 

inicialmente en el modelo de infección respiratoria por K. pneumoniae en ratones deficientes 

en el receptor de IL-17A (IL-17RA-/-), donde se observó aumento de la mortalidad y mayor 

recuento bacteriano en pulmones de los ratones deficientes en relación a los salvajes. Se 

observó también un menor reclutamiento de neutrófilos a los pulmones en los ratones IL-

17RA-/-. Llamativamente, la expresión de IL-17A tuvo lugar únicamente en etapas tempranas 

de la infección (Ye et al, 2001). 

Fue en el año 2006 que Malley y colaboradores vincularon por primera vez la infección por S. 

pneumoniae con IL-17, afirmando que esta última cumplía un rol central a nivel de protección 

contra colonización (Malley et al, 2006). Este equipo de investigadores comenzó empleando 

una cepa no capsulada de S. pneumoniae genéticamente modificada, la cual fue inactivada y 

suministrada vía intranasal con toxina colérica como adyuvante, para generar una respuesta 

inmune tanto a nivel local como humoral. Como resultado de este experimento obtuvieron 

una excelente protección contra la colonización así como también contra la sepsis. El mismo 
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resultado fue obtenido tras inocular vía intranasal a los ratones con la misma cepa capsulada 

o cepas capsuladas heterólogas. Como se mencionó en los trabajos anteriormente citados de 

este mismo grupo de investigación, estos resultados permitieron a los autores proponer que 

la protección era independiente de la generación de anticuerpos capsulares. Esto los llevó a 

sugerir que la protección conferida contra S. pneumoniae era generada por una vía 

independiente a la humoral y que era dependiente de células TCD4+. Utilizando animales RAG 

deficientes, mostraron que la vacunación indujo una respuesta de IL-17, y que esta era clave 

en la protección contra la colonización como quimioatrayente y activadora de neutrófilos (Lu 

et al, 2008; Zhang et al, 2009). Resultados compatibles con lo dicho anteriormente se 

obtuvieron en experimentos de inmunización con el polisacárido capsular purificado (Malley 

et al, 2006) o con la mezcla de proteínas de superficie (Basset et al, 2007a; Lu et al, 2009) 

utilizando toxina colérica como adyuvante en ambos casos. 

Por otro lado, la protección contra la neumonía neumocóccica aguda mostró ser 

independiente de células T CD4+ y dependiente de anticuerpos (Lu et al. 2010; Malley & 

Anderson 2012). Recientemente, el grupo de Kadioglu sugiere que tanto la respuesta 

humoral sistémica y de mucosas como la respuesta celular son importantes en la protección 

a largo plazo contra la colonización y la neumonía aguda (Richards et al., 2010). En este 

sentido, nuestro grupo de investigación ha estado trabajando en la caracterización de la 

respuesta inmune protectora contra la neumonía aguda por S. pneumoniae, para lo cual se 

han establecido modelos experimentales de neumonía aguda en ratones C57BL/6 y Balb/C 

con cepas de S. pneumoniae de relevancia clínica. Resultados obtenidos con este modelo 

demuestran que la infección intranasal de ratones C57BL/6 con una dosis subletal de 

neumococo genera una sólida protección frente a un desafío subsecuente con la misma cepa, 

que se evidencia tanto cuando el desafío se realiza a la semana de la infección subletal como 

a los dos meses. Análisis de la respuesta transcripcional, por microarreglos de ARN y PCR en 

tiempo real, mostró que una diferencia fundamental entre los animales protegidos y control 

es la regulación positiva de IL-17A, IL-17F e IL-22, en los animales que sobreviven al desafío. 

Esto sugiere un rol para estas respuestas en la protección contra neumococo (Marqués et al, 

2012). Recientemente nuestro grupo ha realizado estudios en ratones Il17a-/- que muestran 

que a pesar de la asociación mostrada entre IL-17A y la  protección contra la neumonía aguda 

causada por S .pneumoniae, esta citoquina no es esencial para la protección, dado que los 
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animales Il17a-/- sobreviven al desafío letal. Sin embargo, se encuentran en estudio funciones 

que puede estar cumpliendo esta citoquina en este modelo. 

 Por otra parte, en lo que refiere a la colonización por neumococo, como se mencionó más 

arriba,  los datos  de la bibliografía sugieren un rol relevante de IL-17A en la protección. Por 

tanto, en este trabajo de tesis se decidió evaluar el rol de IL-17A en la colonización por S. 

pneumoniae comparando animales salvajes y deficientes para Il17a. Cabe mencionar que 

esta cepa de animales Il17a -/- no ha sido utilizada hasta el momento en estudios de 

colonización. 

Una diferencia central entre este trabajo y lo que está publicado es la utilización de un 

modelo de colonización primaria, en el cual no hay una inmunización o vacunación. Es decir, 

que nos interesó estudiar el comportamiento de animales WT e Il17a-/- frente a una infección 

primaria. En este sentido, se presentarán los resultados obtenidos de los ensayos de cinética 

de colonización realizados comparativamente en ambas cepas de ratones, utilizando aislados 

clínicos de los serotipos 1, 3, 14 y 23F, los cuales tienen una relevancia clínica importante en 

nuestra región.  

Además, decidimos focalizarnos en el serotipo 1 de S. pneumoniae y evaluar la respuesta de 

anticuerpos específicos contra la cápsula polisacarídica tanto en los ratones deficientes para 

Il17a como en la cepa salvaje. A su vez, se evaluó el rol de las células CD4 en la producción de 

estos anticuerpos específicos. Por último, se realizaron ensayos preliminares con el objetivo 

de restablecer el fenotipo WT en los animales deficientes para Il17a, mediante el agregado 

exógeno de la citoquina recombinante. 
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4. Objetivos  

4.1. Objetivo General 

Evaluar el rol de  IL-17A en la respuesta inmune frente a la colonización por S. pneumoniae  

4.2. Objetivos específicos. 

1. Realizar estudios comparativos de cinética de colonización para los serotipos 1, 3, 14 y 23F 

de S. pneumoniae en ratones salvajes y ratones deficientes para Il17a. 

 

2. Comparar la respuesta de anticuerpos específicos contra polisacárido capsular  de tipo 1 

en ratones salvajes y ratones Il17a-/-. 

 

3. Evaluar el rol de las células CD4 en la producción de anticuerpos contra polisacárido 

capsular d tipo 1. 

 

4. Evaluar si es posible restablecer el fenotipo salvaje en animales deficientes en IL-17A.
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5. Materiales y Métodos 

5.1. Cepas Bacterianas 

Las cepas de Streptococcus pneumoniae utilizadas en este trabajo fueron provistas por la Dra. 

Teresa Camou del Departamento de Laboratorios del Ministerio de Salud Pública, Uruguay. 

Consisten en aislados clínicos de neumococo de los serotipos 1, 3, 14 y 23F, previamente 

caracterizados en dicho laboratorio.  

5.1.1. Crecimiento y mantenimiento de las cepas 

Las bacterias fueron recibidas en placas de agar sangre (Agar Tripticasa Soja (Difco) 

complementado con 5% de sangre ovina estéril) e inmediatamente se procedió a la 

preparación de las alícuotas madre de cada una de las cepas. Para esto, se inocularon 10 

tubos conteniendo 10 ml de caldo Todd Hewitt (SIGMA), complementado con 0.5% de 

extracto de levadura (THYB), con 10 colonias aisladas de cada una de las cepas de S. 

pneumoniae recibidas y se incubo a 37oC hasta alcanzar una OD a 600 nm de 0.2- 0.4 UA. 

Luego se realizó un pool colocando 2 ml de cada uno de los tubos crecidos, al cual se agrego 

un volumen igual de caldo THYB y glicerol hasta una concentración final de 13%. Dicho pool 

se dispensó en alícuotas de 1.5 ml que fueron guardadas a -80oC. Se controló la pureza de 

esta preparación en placas de agar sangre; las colonias de neumococo son colonias 

umbilicadas y a-hemolíticas por lo que presentan un halo verde a su alrededor. 

Las alícuotas de trabajo se prepararon a partir de una alícuota madre, siguiendo un 

procedimiento similar pero incubando los cultivos hasta obtener una OD a 600nm de 0.7 – 

0.9UA. Finalmente se preparo y alicuotó el pool de igual manera a lo descrito para las 

alícuotas madre. Se realizaron cuentas viables en al menos 3 alícuotas de trabajo mediante el 

plaqueo de diluciones seriadas en placas de agar sangre que fueron incubadas a 37°C y 5 % 
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de CO2, por 18 h. Se realizo el recuento del número de unidades formadoras de colonia (ufc) 

y de allí se estimo el número de ufc/ml en las alícuotas de trabajo. 

Los protocolos descritos para la preparación de alícuotas madre y de trabajo fueron 

aportados por el Dr. Moon Nahm del Laboratorio de Patógenos Respiratorios Bacterianos de 

la Universidad de Alabama en Birmingham, Estados Unidos (disponibles en 

www.vaccine.uab.edu), que constituye uno de los dos centros mundiales de referencia de la 

Organización Mundial de la Salud en neumococo) 

5.2. Ratones. 

Se utilizaron ratones de las cepas C57BL/6 , hembras, de 6-8 semanas de edad, provistos por 

la Dirección de Laboratorios Veterinarios (DI.LA.VE) del Ministerio de Ganadería, Uruguay. Los 

ratones fueron mantenidos en la Unidad de Experimentación Animal (UEA) del Departamento 

de Desarrollo Biotecnológico ubicada en el Instituto de Higiene, dentro de un aislador con 

cajas individualmente ventiladas, con filtros de aire de entrada y salida (Labsystems), y con 

agua y ración ad libitum. El cuarto cuenta con temperatura y humedad controlada y ciclos de 

12 horas luz – 12 horas oscuridad. 

Los ratones Il7a -/-, deficientes en IL-17A, con fondo genético C57BL/6 fueron obtenidos a 

través de una colaboración con el Dr. Yochiro Iwakura de la Universidad de Tokyo, Japón. 

Estos ratones fueron generados reemplazando el exón 1 y 2 del gen Il17a por un gen con 

resistencia a neomicina (Nakae et al, 2002). Los ratones deficientes en IL-17A fueron criados 

en el bioterio del Instituto Pasteur de Montevideo (IPMONT), Uruguay   e ingresados a la UEA 

y mantenidos dentro del aislador ventilado, en igual condición que las cepas salvajes por al 

menos una semana previo a su uso en experimentación. 

Toda manipulación de los animales infectados, tanto salvajes como deficientes, fue realizada 

dentro de una cámara de flujo laminar (clase II A2, ESCO, Pennsylvania-USA) ubicada dentro 

del laboratorio de experimentación animal del Instituto de Higiene, incluido el cambio de 

camas. 
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Los protocolos utilizados en esta tesis fueron presentados y aprobados por la Comisión 

Honoraria de Experimentación Animal (CHEA) de la Universidad de la República (código de 

aprobación: 08-05-10). 

5.3. Infección subletal. 

5.3.1. Preparación del inoculo para la infección. 

Para la preparación del inoculo de infección, se descongelo una de las alícuotas de trabajo 

(2.1.1) y luego de centrifugar a 2500g por 5 minutos, a temperatura ambiente (TA), se 

descarto el sobrenadante y las bacterias fueron lavadas con solución salina apirogena 

(calidad inyectable). Finalmente las bacterias fueron resuspendidas en el volumen de salina 

correspondiente para obtener la dosis requerida en 10 µl, que es el volumen a ser 

administrado a cada ratón. En todos los casos, la concentración de bacterias viables fue 

verificada en cada ensayo de infección, realizando diluciones seriadas y plaqueó en agar 

sangre. 

5.3.2. Infección intranasal y obtención de muestras 

Los animales fueron anestesiados con 200µl de una mezcla que contiene ketamina y xylacina 

en una proporción 8:1 respectivamente, la cual es finalmente diluida 1/4 con suero 

fisiológico. La  administración fue por vía intraperitoneal (i.p.). Luego de 10 minutos, los 

animales recibieron 10 µl de inoculo conteniendo la dosis subletal de neumococo (4x104 

ufc/10µl), administrado con pipeta y de a gotas, en ambas narinas. 

Al día cero (previo a la inoculación) y luego de la inoculación, en los tiempos establecidos del 

experimento, se tomaron muestras de sangre de 7 ratones por grupo. Las mismas fueron 

obtenidas por punción del seno sub-maxilar con el fin de determinar los niveles de 

anticuerpos específicos en suero contra polisacárido capsular de neumococo serotipo 1 

(PnPS1).  
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Para los ensayos de determinación de carga bacteriana en lavados nasofaríngeos con los 

serotipos 1 y 3, se utilizaron 25 ratones por cepa (WT o Il17a -/-) y por serotipo ( Pn1 o Pn3), 

dado que por punto se sacrifican 4 ratones.  

En el caso de los serotipos 14 y 23F se utilizaron 15 ratones por cepa y por serotipo, ya que se 

planificó para estudiar 3 puntos de la cinética de carga bacteriana. 

5.4. Realización de lavado nasofaríngeo (NAL). 

Para llevar a cabo los lavados nasofaríngeos los ratones fueron sacrificados por dislocación 

cervical y luego disecados de modo de exponer la cavidad nasofaríngea. Se introdujo una 

pipeta pasteur de punta fina (Fine Tip Pastette, Alpha Laboratories Ltda., UK) conteniendo  

1ml de suero fisiológico, en la cavidad nasofaríngea, haciendo pasar el suero por toda la 

cavidad nasofaríngea y recogiendo las gotas que salen por las narinas. Dicho lavado, 

conteniendo la carga bacteriana contenida en nasofaringe, fue conservado inmediatamente 

en hielo hasta su procesamiento. 

5.5. Carga bacteriana en NAL. 

Para poder realizar el recuento bacteriano se hicieron diluciones seriadas de los NAL 

originales y las mismas fueron plaqueadas por triplicado  en placas de agar sangre 

conteniendo gentamicina para eliminar la contaminación con otras bacterias α-hemolíticas 

presentes como flora normal a nivel de nasofaringe. El plaqueo se realizó  en cámara de flujo 

para evitar contaminaciones del ambiente. Luego las placas fueron incubadas toda la noche 

en estufa a 37oC con una atmósfera de 5% de CO2. A la mañana siguiente se procedió al 

recuento para poder determinar la carga bacteriana y de esta manera poder comparar entre 

ambos grupos. 
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5.6. Detección de anticuerpos séricos anti polisacárido 1. 

La respuesta de anticuerpos IgG e IgM, específicos contra el polisacárido capsular 1, se 

evaluó mediante una adaptación del ELISA de 3a generación usado en humanos (Wernette et 

al, 2003). Se sensibilizaron placas de 96 pocillos (Medium Binding, Greiner) con 100 μl de una 

solución 4 μg/ml de polisacárido capsular tipo 1 (American Type Culture Collection, ATCC) en 

PBS, durante 5h a 37oC, en cámara húmeda. Las muestras fueron pre-adsorbidas con 5 μg/ml 

de polisacárido C (PS-C, Staten Serum Institute, Copenhagen, Denmark) y 5 μg/ml de 

polisacárido capsular tipo 22F (ATCC), en PBS-0.05% Tween20 en una dilución final 1/50  e 

incubadas por 30 min a temperatura ambiente (TA). Luego de lavar las placas con buffer Tris 

salino (TBS) conteniendo 0.01% de Brij-35 (buffer de lavado), se agregaron 50 μl de cada una 

de las muestras por duplicado y se incubo toda la noche a TA.  Luego de lavar 5 veces con 

buffer de lavado se agregaron 100 μl por pocillo de una dilución 1/1000 de anticuerpo 

secundario biotinilado específico contra IgG de ratón o dilución 1/500 de un anticuerpo 

secundario biotinilado específico contra IgM de ratón (ambos de SIGMA) y se incubo toda la 

noche a 4°C. Finalmente, luego de lavar, se agregaron 100 μl/pocillo de sustrato TMB 

(3,3’,5,5’ Tetrametil benzidina, BD) y se incubo por 15- 30 min hasta detener la reacción por 

agregado de 50 μl/pocillo de 2M H2SO4. Se leyó la absorbancia a 450nm (con referencia a 

630 nm) en un lector de microplacas (MRX II, Dynex Technologies). En cada placa se sembró, 

en paralelo, una curva estándar preparada con diluciones seriadas de un suero positivo 

considerado como referencia. Esta referencia fue preparada a partir de sueros de varios 

ratones que habían mostrado ser positivos mediante esta técnica ELISA. Los resultados se 

expresaron como unidades arbitrarias interpoladas en dicha curva estándar. 

5.7. Producción de anticuerpos  anti-CD4. 

Para la producción de anticuerpos monoclonales anti-CD4 se utilizaron células de un 

hibridoma  GK1.5 (anti-CD4) que produce anticuerpos de rata de tipo IgG2b, específicos 

contra CD4 murino. Dichas células se conservaron congeladas en nitrógeno líquido  hasta el 

momento de su uso. El medio de congelación usado contiene10% de suero fetal bovino (SFB) 

y 10% de DMSO y se congelaron con una densidad de 5x106 cél/ml. Para comenzar la  
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producción de los anticuerpos monoclonales (AcMo) fue  necesario lavar las células con 

medio de expansión (DMEM con alto contenido en glucosa, 5% de SFB, glutamina y 

antibiótico –penicilina/estreptomicina). Se centrifugaron a 400G por 3 minutos.  Luego se 

colocaron las células en medio de cultivo previamente templado a 37oC con atmósfera de 5% 

de CO2, en botellas de cultivo T25. Las células fueron subcultivadas a una concentración de 

4x105 cél/ml para seguir con la expansión. Las células utilizadas para la producción de los 

AcMO fueron lavadas con medio de cultivo DMEM  libre de SFB y resuspendidas en medio 

libre de suero fetal, denominado OptiMem (Invitrogen, USA). Pasados los 4 días se recuperó 

el sobrenadante. A continuación, se procedió a la concentración del sobrenadante mediante 

la utilización de un amicon ultra-4 (Millipore). Finalmente, el AcMo fue almacenado a -200C y 

cuantificado mediante el método de Bradford para determinación de proteínas. 

 

5.8.  Depleción de células CD4+ 

La depleción de células CD4+ se llevo a cabo utilizando los anticuerpos monoclonales anti- 

CD4 producidos en nuestro laboratorio como se describió en la sección anterior. Se siguió el 

protocolo de depleción que previamente fuera puesto a punto en nuestro laboratorio y que 

permitió mostrar que una dosis de 100µg/200µl vía i.p. es suficiente para depletar dichas 

células tanto en sangre como en pulmón.  

Se utilizaron dos grupos de 8 ratones de la cepa salvaje cada uno, uno para depleción y otro 

como control. Ambos grupos recibieron una dosis subletal (4x104 ufc/10µl) de neumococo 

serotipo 1 vía intranasal, al día 0. Sin embargo, el grupo depletado, recibió 4 dosis de 

100µg/200µl de anticuerpo anti-CD4, vía i.p, a los días -1, 1, 4 y 7, para mantener la depleción 

en el tiempo. A su vez, los mismos días que los animales recibieron la dosis de anti-CD4+ 

también se tomaron muestras de sangre para poder comparar posteriormente, los niveles de 

anticuerpos producidos por ambos grupos. 
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5.9  Complementación de  animales Il17a-/- con rIL17A. 

El restablecimiento del fenotipo salvaje en animales Il17a-/-, se llevo a cabo con ratones 

deficientes para Il17a-/- inoculados 21 días antes  con una dosis subletal de S. pneumoniae 

serotipo 1 (colonización) y tratados con distintas dosis de IL-17A recombinante (rIL17-A). En 

particular, se administraron dos dosis de rIL-17A, por vía intranasal al día 21 y al día 24 post 

inoculación subletal, y se probaron distintas dosis: 

  
Dosis  IL-17A r 

Grupos n Día 21 Día 24 

Il17a-/- 3 0.1 µg/5µl    1.0 µg/5µl   

Il17a-/- 3 0.1 µg/5µl    0.1 µg/5µl   

Il17a-/- 3 0.01 µg/5µl    0.01 µg/5µl   

 

 

Como control, se utilizaron animales Il17a-/- y animales salvajes, que sólo recibieron el inóculo 

subletal de neumococo pero no la citoquina recombinante, dado que como se muestra en la 

sección 6.1.1 de resultados, al día 21, la cepa salvaje eliminó la colonización mientras que los 

animales Il17a-/-
 aún permanecen colonizados. 

Finalmente, al día 27 (72hrs después de la última dosis de rIL17A), los animales fueron 

sacrificados y se realizaron lavados nasofaríngeos para poder determinar la carga bacteriana. 

5.10. Análisis Estadístico. 

Para el análisis de la diferencia de medias entre dos grupos se utilizó el test Mann- Whitney. 

Se consideraron significativos los valores de p<0.05 y altamente significativos los valores de 

p<0.01. En todos los casos, el análisis estadístico se realizó utilizando el programa GraphPad 

Prism (GraphPad Software, San Diego California USA). 



 Resultados 

 

Tesis de grado en Bioquímica Página 41 
 

6. Resultados 

6.1. Determinación de carga bacteriana en NAL. 

Con el objetivo de evaluar la cinética de colonización nasofaríngea inducida por los distintos 

serotipos de S. pneumoniae en animales salvajes e IL-17A deficientes, se evaluó  la carga 

bacteriana en lavados nasofaríngeos obtenidos a distintos tiempos luego de la infección 

subletal. Las muestras de lavados fueron sembradas en placas agar-sangre conteniendo 

gentamicina para eliminar la contaminación con otras bacterias α-hemolíticas presentes 

como flora normal a nivel de nasofaringe. Luego de su incubación se realizó el recuento de 

unidades formadoras de colonias.  

6.1.1.  S. pneumoniae serotipo 1  

Como se dijo anteriormente, el serotipo 1 es de los más prevalentes en nuestra región. Por 

otra parte ensayos de infección nasal realizados en nuestro laboratorio con este serotipo, 

mostraron  un 100% de letalidad 96 hrs después de la infección nasal.  

Este serotipo fue el elegido en esta tesis para llevar a cabo ensayos de detección de niveles 

de anticuerpos así como también para los ensayos de depleción de células CD4 como se verá 

más adelante. 

El análisis se llevo a cabo comparando en cada punto analizado la carga en los animales 

salvajes e Il17a-/-.  Los resultados expresados como el logaritmo en base 10 de la carga 

bacteriana en función del tiempo se muestran en la Figura 5.  

Al día 7 se observa que ambos grupos de ratones presentan cargas bacterianas similares, no 

siendo esto así al día 14 en donde se aprecia  que ambas curvas se separan. Los animales 

salvajes comienzan a controlar la infección y ya al día 14 se observan valores cercanos al 

límite de detección de la técnica, mientras que los animales deficientes en IL-17A no 

controlan de manera eficiente la infección y mantienen niveles similares incluso al día 57 que 

es el último punto analizado en este experimento. Por tanto, estos resultados muestran que 
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los animales WT controlan y eliminan la colonización nasofaríngea inducida por esta cepa de 

S. pneumoniae serotipo 1 entre los días 14 y 21 luego de la infección subletal mientras que 

los animales Il17a-/- no la eliminan y permanecen colonizados hasta el final del presente 

experimento. 

 

 

 

 

 

 

6.1.2.  S. pneumoniae serotipos 3, 14 y 23F 

A continuación, se decidió evaluar la cinética de colonización nasofaríngea para otros 

serotipos de neumococo, habiéndose elegido para esto el 3, 14 y 23F.  Estos serotipos, al 

igual que el 1, fueron elegidos dada su alta prevalencia en nuestra región. Algunos datos 

previos obtenidos en nuestro laboratorio habían mostrado una baja virulencia de los 

serotipos 14 y 23F, y una muy alta letalidad del serotipo 3 (datos no mostrados).  

En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos para cada uno de estos serotipos. 

Como se puede observar en el gráfico (A) de la figura 6, correspondiente al serotipo 3, al día 

34 los ratones salvajes reducen considerablemente la carga bacteriana en nasofaringe 
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Fig 5. Cinética de carga bacteriana detectada en lavados nasofaríngeos 7, 14, 21, 28 y 57 días después de una 
dosis subletal (4x104 ufc/10µl) de S. pneumoniae serotipo 1. La línea punteada en negro corresponde al límite 
de detección de la metodología utilizada. Los asteriscos denotan que existe una diferencia estadísticamente 
significativa entre los grupos de ratones para ese día (Test de Man Whitney). Las barras representan la Media ± 
SEM de 4 animales por grupo. *,  
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mientras que los ratones Il17a-/- permanecen colonizados. Recién al día 57 se establecen 

diferencias estadísticamente significativas entre los animales salvajes e Il17a-/-,  en donde se 

puede apreciar que los primeros eliminan por completo la carga bacteriana pero no así los 

Il17a-/-, si bien igual hay una leve reducción de carga bacteriana. A continuación, se hizo un 

ensayo en paralelo con los serotipos 23F y 14 (figura 6 (B) y (C), respectivamente). Luego de 

la colonización subletal con el serotipo 23F vemos que la cepa salvaje reduce notoriamente la 

carga bacteriana al día 21, eliminándola por completo al día 42. Mientras que la cepa 

deficiente en Il17a, no solo no elimina la colonización sino que al día 42 se  observa un 

aumento en la carga bacteriana en comparación con la dosis inicial. 

Esto no sucede así para el serotipo 14, ya que éste serotipo presenta una cinética similar a la 

observada para el serotipo 3. Vemos que si bien los ratones salvajes reducen paulatinamente 

la carga bacteriana, también lo hacen los ratones Il17a -/- , aunque éstos últimos son 

portadores de una mayor carga bacteriana. Al día 42 la cepa salvaje  tiene valores cercanos al 

límite de detección de la técnica  pero no establece una diferencia estadísticamente 

significativa con los ratones Il17a-/- quienes si bien permanecen colonizados, reducen en un 

orden la carga bacteriana. 
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Fig 6. Cinética de carga bacteriana detectada en lavados nasofaríngeos 74,21,28 y 57días después de una dosis 
subletal (4x104 ufc/10µl) de S. pneumoniae serotipo 3 (A), 23F (B) y 14 (C). La línea punteada en negro 
corresponde al límite de detección de la metodología utilizada. Los asteriscos denotan que existe una 
diferencia estadísticamente significativa entre los grupos de ratones para ese día (Test de Man Whitney). Las 
barras representan la Media ± SEM de 4 animales por grupo. 
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6.2. Anticuerpos específicos contra polisacárido 1 en animales salvajes 

e Il17a-/- colonizados. 

Dentro del experimento llevado a cabo para determinar la cinética de colonización para el 

serotipo 1, se realizó también la toma de muestras de sangre para el análisis de la respuesta 

de anticuerpos específicos contra PnPs1  producidos por ambos grupos de animales. 

Para esto se tomaron muestras de sangre los días 2, 4, 8, 16, 36 y 67 luego de la infección 

subletal y se determinó el título de anticuerpos utilizando un ELISA específico para 

determinación de anticuerpos anti polisacarídicos.  

La figura 7 muestra que en los primeros 3 puntos del experimento, ambos grupos producen 

niveles similares  de anticuerpos, tanto IgM como IgG. Al día 16 del experimento se observan 

diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos. Los animales salvajes 

presentan mayor producción  de anticuerpos, tanto IgG como IgM, en comparación con la 

producción de anticuerpos por parte de los animales  Il17a-/-. Curiosamente los roles se 

invierten en los siguientes puntos  donde la los ratones Il17a-/- producen niveles de 

anticuerpos estadísticamente más altos que la cepa salvaje.  
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Figura 7.  Anticuerpos  específicos contra PnPs1  en animales colonizados  WT e Il17a -/- . 

 Detección de anticuerpos IgM (A) e IgG (B) específicos contra el polisacárido capsular de S.pneumoniae 
serotipo 1 (PnPs1) en suero de animales salvajes (WT: línea llena) e Il17a -/- (línea punteada) infectados con 
una dosis subletal de Pn1 (4.0x104 ufc/10ul). Se obtuvieron muestras a los días 2, 4, 8, 16, 36, 67 luego de la 
infección subletal. Los asteriscos denotan que existe una diferencia estadísticamente significativa entre los 
grupos de ratones para ese día (Test de Man Whitney). Las barras representan la Media ± SEM de 7 
animales por grupo. 
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6.3. Anticuerpos específicos contra polisacárido 1 en condiciones de 

depleción de células CD4+.  

En esta oportunidad quisimos evaluar el rol de las células TCD4 en la producción de 

anticuerpos contra S. pneumoniae luego de una dosis subletal con el serotipo 1. Este serotipo 

tiene la particularidad de poseer un polisacárido zwitteriónico y por ende puede ser 

presentado en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II y de 

esta forma  interaccionar y activar células T CD4+ (Cobb & Kasper, 2005). 

Para tener una primera aproximación sobre el rol de éstas células en etapas tempranas de 

colonización por S. pneumoniae, se trabajó con 2 grupos de ratones salvajes. En uno de los 

grupos se realizó la depleción  temporal de  células CD4+ . Para llevar a cabo ésta depleción se 

utilizó un anticuerpo anti-CD4 el cual fue administrado vía intraperitoneal el día previo a la 

infección subletal y los días posteriores, (1, 4 y 7) para mantener la depleción en el tiempo. 

En cada uno de estos días se tomaron muestras de sangre de ambos grupos con el fin de 

comparar los títulos de anticuerpos específicos contra PnPS1 producidos en respuesta a la 

infección. A continuación se muestra el esquema experimental. 

 

 

 

 En la figura 8 se observan los niveles de anticuerpos IgM (A) e IgG (B) específicos contra 

PnPs1 producidos por la cepa salvaje y por la cepa deficiente en células TCD4 en los tiempos 
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determinados del experimento. En la figura 8C se muestra una comparación en barras, 

solamente del día 7. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar que hasta el día 4 ambos grupos de 

ratones tienen los mismos niveles de anticuerpos tanto para IgM como para IgG. Sin embargo 

al día 7 hay un incremento en los niveles de ambos tipos de anticuerpos producidos por la 

cepa salvaje cuyas células TCD4 han sido depletadas. Este resultado  sugiere que de alguna 

manera las CD4 regulan la producción de anticuerpos.  
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Figura 8. Anticuerpos específicos contra PnPS1 en animales salvajes y animales depletados de célulasTCD4+. 
(A) Detección de anticuerpos IgManti-PnPs1, y (B) IgG anti- PnPS1 en suero de animales salvajes (cuadrado) 
y animales salvajes con anti-CD4 (triángulo) infectados con una dosis subletal de Pn1 (4.0x104 ufc/10ul). Se 
obtuvieron muestras a los días 1, 4 y 7 luego de la infección subletal. (C) Gráfico comparativo de los niveles 
de IgM e IgG anti PnPS1 obtenidos al día 7 post infección. 
Los asteriscos denotan que existe una diferencia estadísticamente significativa entre los grupos de ratones 
para ese día (Test de Man Whitney). Las barras representan la Media ± SEM de 8 animales por grupo. 
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6.4. Restablecimiento del fenotipo salvaje en animales deficientes en 

IL17a. 

Para llevar a cabo éste último objetivo formamos 4 grupos de animales deficientes en Il17a. 

Estos animales Il17a-/- formaban parte de un experimento de cinética de carga bacteriana 

que se encontraba en el día 21. Esto quiere decir que, como se puede observar en la figura 9, 

todos los animales Il17a-/- se encuentran colonizados mientras que los ratones salvajes ya 

eliminaron su colonización.  Todos recibieron  la misma dosis subletal de neumococo serotipo 

1, con la diferencia de que 3 de esos grupos recibieron distintas dosis de interleuquina 17 

recombinante (IL-17r). Dado que no hay suficiente información en bibliografía sobre ensayos 

de restablecimiento de fenotipo salvaje con animales Il17a-/-  decidimos probar con distintas 

dosis de IL-17A recombinante, con una diferencia de tres días entre cada una de ellas. Las 

dosis  que recibió cada grupo se pueden observar en la figura a continuación. Todas ellas 

tuvieron un volumen final de 5µl. Se utilizaron dos grupos control para poder comparar si 

efectivamente se restablecía el fenotipo salvaje. Para poder llevar a cabo la comparación  se 

realizaron NAL al día siguiente de la segunda dosis (a ésta altura los ratones llevaban 25 días 

colonizados). En el siguiente gráfico se puede observar el logaritmo en base 10 de la carga 

bacteriana en NAL en los cuatro grupos de animales.  

Como se observa en el gráfico, sólo el grupo de animales que recibió 0.1µg  y 1.0µg de IL-17A 

recombinante, se asemejó al comportamiento que tiene la cepa salvaje. Dentro de ese grupo, 

dos ratones efectivamente eliminan la carga bacteriana mientras que el tercero permanece 

colonizado  manteniéndose al mismo nivel de carga que el grupo control. Los otros dos 

grupos de ratones no solo no logran restablecer el fenotipo, sino que tampoco logran 

disminuir la carga bacteriana que les fue inoculada. 
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Figura 9. Restablecimiento del fenotipo salvaje en animales deficientes para Il17a.  

Se muestra el log en base 10 de  la carga bacteriana en nasofaringe luego de una dosis subletal de S. 
pneumoniae serotipo 1, en función de los cinco grupos de animales, 4 de ellos deficientes para Il17a. Tres de 
esos grupos recibieron dos dosis distintas de IL-17 recombinante. Las barras horizontales representan la 
Media ± SEM de 4 animales por grupo (en el caso de grupo control) y 3 animales por grupo (para los otros 3 
grupos) 
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7. Discusión y conclusiones 

 

Como se vio en la sección 3.7, las primeras evidencias que vincularon la producción de IL-17 

con la infección, surgieron en el año 2000, previo al establecimiento del concepto del nuevo 

linaje Th17. Posteriormente Malley y su equipo de trabajo fueron los primeros en comunicar 

que la IL-17 cumplía un rol central en la infección por S. pneumoniae (Malley et al, 2005a). 

Con el objetivo de mostrar más fehacientemente la relevancia de esta citoquina en la 

protección contra neumococo, nuestro laboratorio fue el primero en  trabajar con la cepa 

C57BL/6 deficiente en Il17a. Resultados obtenidos por nuestro grupo de investigación en 

modelos murinos de neumonía aguda, mostraron una elevada expresión de Il17a (e Infg) en 

animales protegidos en comparación con animales no protegidos. Sugiriendo esto que  la 

regulación positiva de Il17a y la regulación de la expresión de genes relacionados con IFN-γ,  

en conjunto con el desarrollo de una respuesta de células Th17, son características relevantes 

de la inmunidad protectora contra la neumonía aguda por S. pneumoniae (Marqués et al, 

2012).  

Para profundizar aún más en el rol que esta citoquina cumple en la infección por S. 

pneumoniae, este trabajo tuvo como objetivo general evaluar el rol de  IL-17A en la 

respuesta inmune frente a la colonización por  S. pneumoniae.   

Considerando la existencia de más de 90 serotipos de neumcoco que han mostrado 

comportamientos diferentes  en modelos experimentales, decidimos trabajar con varios 

serotipos de neumococo. Para la selección de éstos se consideró el impacto de los mismos en 

nuestra región en los últimos tiempos. Actualmente, el serotipo de mayor frecuencia en 

nuestro país es el serotipo 1, seguido por el serotipo 3, entre otros. Si bien los serotipos 23F y 

14 no son de los más prevalentes en la actualidad, en el pasado, fueron de los más aislados a 

partir de muestras clínicas de ENIs de niños pre-escolares, sobre todo el serotipo 14. 

Nuestros resultados muestran que ninguno de los cuatro serotipos fue eliminado con éxito 

por parte de la cepa de ratones deficientes en Il17a. Si bien en los ratones Il17a -/- infectados 
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con los serotipos 3 y 14 (fig. 6.A y 6.C, respectivamente), se observa una reducción de la 

carga bacteriana nasofaríngea en comparación con el día cero, éstos no eliminan la 

colonización nasofaríngea. Esto queda bien claro en los resultados obtenidos para la 

infección subletal con los serotipos 23F y 1 (figura 6.B y Figura 5, respectivamente), donde se 

observa un leve descenso de la carga bacteriana entre la segunda y tercer semana luego de la 

infección y luego aumenta  claramente llegando inclusive a superar la dosis inicial del inoculo 

subletal (4x104 ufc/10µl). Sin embargo, en los grupos de cepas  salvajes, salvo por la 

respuesta contra el serotipo 14, los ratones controlan la infección subletal inducida con los 

serotipos 1, 23F y 3, eliminando por completo la carga bacteriana de nasofaringe. En el caso 

del serotipo 1 se observa una disminución sostenida de la carga bacteriana  llegando a la 

erradicación de neumococo de la nasofaringe. En el caso del serotipo 14, la cinética de carga 

bacteriana muestra que al día 42, si bien el grupo salvaje tiene  valores cercanos al límite  de 

detección de la técnica, aún permanecen colonizados. Si hubiésemos tenido más ratones 

para continuar el experimento habríamos podido evaluar la carga bacteriana a tiempos 

posteriores al día 42.  Sin embargo, suponemos que la cepa salvaje habría eliminado la 

colonización mientras que la deficiente en Il17a permanecería colonizada.  

Dado el comportamiento de ambos grupos de ratones, es concluyente que IL-17A  cumple un 

rol esencial en la eliminación de la carga nasofaríngea luego de una infección subletal con S. 

pneumoniae. Esto podría deberse a una de las funciones más importantes de la IL-17A es la 

de inducir reclutamiento de  neutrófilos a través de la producción de GM-SCF (granulocyte 

colony stimulating factor) y quimioquinas como CXCL8/IL8  (Ye et al, 2001; Dong, 2008; 

Ivanov & Manel, 2010). 

 

Resultados previos en nuestro laboratorio en modelos animales de protección frente a la 

infección por neumococo, mostraron que existe una relación clara entre IL-17A y la 

producción de anticuerpos en una respuesta secundaria en un modelo de protección contra 

neumococo. Basándonos en estos antecedentes, decidimos estudiar los niveles de 

anticuerpos específicos producidos contra la cápsula polisacarídica de S. pneumoniae 

serotipo 1  en ratones salvajes y ratones Il17a -/- durante la colonización 

Un tema que ha dado lugar a mucha controversia en los últimos años es si la protección 

contra la colonización está dada por la respuesta humoral sistémica o por la respuesta 
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celular, TDC4+ dependiente, o por ambas.  Por un lado, grupos de investigación afirman que 

la protección contra la colonización inducida con distintos serotipos de S. pneumoniae es 

independiente la respuesta de anticuerpos anticapsulares y dependiente de células TCD4+ 

(Basset et al, 2007b; Malley et al, 2006, 2005b). Por otro lado, algunos autores sugieren que 

la respuesta de anticuerpos contra S. pneumoniae no sólo es necesaria sino que también es 

suficiente para proteger contra la colonización y que si bien la colonización induce células 

Th17, éstas no son necesarias para eliminar la colonización (Cohen et al, 2011). Sin embargo, 

Kadioglu propone que ambas respuestas, tanto la humoral sistémica y de mucosas como la 

celular, son importantes en la protección a largo plazo contra la colonización (Richards et al, 

2010).  Nuestro grupo de investigación coincide en que ambas respuestas son necesarias 

para una efectiva protección contra la colonización por S. pneumoniae. 

Como se vio en la sección 6.1.1, para poder comparar los niveles de anticuerpos específicos 

contra PnPS1 producidos por ambos grupos de ratones, salvajes e Il17a-/-, se tomaron 

muestras de sangre a distintos tiempos y el suero se analizó con la técnica de ELISA, 

utilizando un protocolo específico para la detección de anticuerpos dirigidos contra la cápsula 

polisacarídica del serotipo 1. Los ratones utilizados fueron los mismos que para el 

experimento de cinética de eliminación de carga bacteriana con el fin de aprovechar al 

máximo la utilización del ratón. 

En la figura 7, se puede apreciar que a tiempos tempranos ambos grupos de ratones 

producen niveles similares de anticuerpos. La diferencia se establece en el día 16 en donde se 

observa que los niveles de IgM e IgG producidos por la cepa salvaje  alcanzan su pico máximo 

marcando una diferencia estadísticamente significativa en comparación con la producción de 

anticuerpos por los ratones Il17a-/-. A su vez, es interesante notar que el pico en la 

producción de anticuerpos anti PnPs1 por parte de la cepa salvaje, se da al mismo tiempo 

que estos animales eliminan casi por completo la colonización nasofaríngea por neumococo 

(fig. 5). Este resultado puntual estaría sugiriendo que los anticuerpos específicos contra 

PnPs1 colaboran, junto con otros factores celulares, con la eliminación de carga bacteriana 

en nasofaringe. Siguiendo con el análisis de la figura 7, se puede observar que los valores se 

invierten y que al día 67 los animales Il17a-/- presentan mayor niveles de anticuerpos que los 

animales salvajes siendo ésta diferencia estadísticamente significativa. Sin embargo, 

volviendo al gráfico de cinética de carga (fig.5) vemos que pese a éste título de anticuerpos, 
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los animales deficientes para Il17a no logran eliminar la colonización. Tal vez, pese a lograr 

niveles altos de anticuerpos, éstos ya no son suficientes para combatir al neumococo. 

Finalmente, esta diferencia observada a nivel de la producción de anticuerpos anti-PnPS1 a 

las 2 semanas después de la inoculación no es suficiente para concluir sobre la relación de la 

IL-17A y la producción de anticuerpos durante una infección primaria. 

La pregunta que surgió a continuación fue si las células TCD4 incidían directamente en la 

producción de anticuerpos en animales salvajes infectados con una dosis subletal de S. 

pneumoniae serotipo 1. Como se mencionó en la introducción, el polisacárido capsular tiene 

la particularidad de ser zwitteriónico (ZPS). Este tipo de polisacárido tiene una carga positiva 

y otra negativa en cada unidad repetida, por lo que su carga global es neutra. Su disposición 

tridimensional permite que estos ZPS puedan ser presentados en el contexto del complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II y de esta forma pueden interaccionar y 

activar células T CD4+, tanto in vivo como in vitro (Kalka-Moll et al, 2000; Cobb et al, 2004; 

Cobb & Kasper, 2005). 

Para poder determinar si estas células CD4+ están involucradas directamente en la 

generación de la respuesta primaria de anticuerpos anti-PS1, se utilizaron dos grupos de 

ratones salvajes, en donde a uno de ellos se les depletó, temporalmente, de células TCD4 

como se describe en la sección 6.3. En una primera instancia esperábamos que la producción 

de anticuerpos IgM e IgG específicos contra PnPS1 por parte de los animales depletados 

fuera menor que los ratones salvajes. Para nuestra sorpresa el resultado fue totalmente 

opuesto. Como se puede observar en la figura 8 hasta el día 4 ambos grupos de ratones se 

comportan de igual manera, generando niveles de anticuerpos similares. La diferencia se 

establece en el día 7 y fue por ese motivo que se hizo un gráfico de columnas comparando 

únicamente los anticuerpos específicos anti PnPS1 generados por ambos grupos de ratones 

al día 7. Cabe recordar que la cantidad de anticuerpo secretado por células plasmáticas, y 

la clonación de estas mismas células la primera vez que entra en contacto el receptor con el 

antígeno, encuentra su máximo aproximadamente a los 7 días de la primera infección (5-10 

días). Por ende, era de esperar que a la semana de la inoculación notáramos un cambio en la 

producción de anticuerpos. Para nuestro asombro ese cambio fue notorio para la cepa 
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depletada de TCD4, quienes produjeron niveles de anticuerpos significativamente superiores 

a los de la cepa salvaje.  

Este experimento fue realizado para tener una primera aproximación con lo que sucede a 

nivel de la respuesta humoral primaria en animales depletados de células TCD4+, 

previamente colonizados con S. pneumoniae serotipo 1. Es por éste motivo que no es posible 

emitir una  conclusión, pero sí hacer suposiciones de lo que puede estar sucediendo y 

también pensar que controles podemos agregar a éste experimento para en un futuro 

ahorrarnos interrogantes. Por un lado, si bien sabemos que el anticuerpo anti-CD4 producido 

en el laboratorio depleta efectivamente células TCD4, es de orden confirmar la depleción 

mediante citometría de flujo. Por otro lado, otro control necesario para éste tipo de ensayos 

es el control isotípico (control negativo) para asegurar que el efecto observado no se deba 

simplemente al agregado exógeno de tal cantidad de anticuerpo. 

Al depletar las células TCD4, se están depletando muchas poblaciones celulares, entre las que 

se encuentran las células dendríticas, células NK (del inglés: natural killer), linfocitos T 

colaboradores, células T reguladoras, células Th17, etc. 

En base a nuestros resultados podemos suponer que las Tregs estarían actuando como un 

modulador negativo de la expresión de anticuerpos y es por éste motivo que al eliminarlas 

los niveles de anticuerpos se dispararían. Este experimento va a ser repetido a la brevedad 

contemplando todas las interrogantes propuestas anteriormente, diseñándolo de manera de 

poder obtener un resultado más concluyente. De todos modos no deja de ser un resultado 

muy interesante. 

Finalmente, hicimos un primer ensayo para evaluar si era posible restablecer el fenotipo 

salvaje en animales deficientes para Il17a-/- mediante la administración de IL-17 

recombinante (IL-17r) (sección 4.9). Como se puede observar en la figura 9, la dosis de 

0.1µg/5µl + 1.0µg/5µl de IL-17r  fue la que hizo que los ratones Il17a-/- tuvieran un 

comportamiento similar al de la cepa salvaje. Este es otro experimento a repetir en el futuro 

cercano, no pudimos hacerlo antes porque no disponíamos de más IL-17 recombinante. De 

poder lograr el restablecimiento del fenotipo salvaje estaríamos demostrando de manera 

elegante y fehaciente la importancia de IL-17 en la protección contra la colonización. 
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Finalmente, estos resultados generados en una cepa Il17a-/- demuestran que más allá de la 

importancia de las células Th17 demostrada por otros autores en modelos de protección, la 

IL-17A sería esencial para una adecuada limpieza de la colonización primaria por neumococo.  
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