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1. INTRODUCCION



Introduccién

1.1. Listeriosis murina experimental

La listeriosis murina experimental es y ha sido un modelo de infeccion ampliamente
utilizado en el estudio de la inmunidad celular, especialmente la dirigida contra

patdgenos microbianos intracelulares.

En los afios 60, Mackaness caracteriza el curso de la infeccién de la listeriosis
murina experimental por via intravenosa y demuestra por primera vez la existencia
de una inmunidad mediada por células (Mackaness, 1962, 1964, 1968). A partir de
los estudios pioneros de Mackaness y gracias a las caracteristicas propias del
modelo (listeria crece facilmente en medios de cultivo comunes, causa infecciones
experimentales reproducibles y facilmente cuantificables y no conlleva un riesgo
excepcional para los manipuladores) la listeriosis murina experimental se convierte
en uno de los modelos animales mas utilizados para el estudio de los mecanismos
de defensa del organismo contra los patégenos intracelulares facultativos
(Kaufmann, 1988; Czuprynski y Haak-Frendscho, 1997; Edelson y Unanue, 2000).

La utilizacion de la listeriosis murina como modelo experimental, ha contribuido de
forma importante no solo al concepto de que la inmunidad mediada por células T es
un componente esencial de la resistencia del organismo a las infecciones
intracelulares, sino también al estudio de las complejas interacciones entre la
inmunidad especifica (adquirida) e inespecifica (innata) en el establecimiento de una

inmunidad eficaz contra las infecciones bacterianas.

Finalmente, y en parte debido al notable aumento en los ultimos afios de casos de
listeriosis sistémica en la especie humana que han afectado, especialmente a
individuos aparentemente inmunocompetentes, la utilizacién de la listeriosis murina
experimental como modelo para el estudio de la enfermedad en esta especie se ha
visto incrementado. No obstante, si bien existen numerosos datos relativos al
establecimiento de una inmunidad eficaz contra la infeccidén, aspectos como la via de
entrada al organismo, dosis infectiva y patogenia de las lesiones nerviosas durante

la listeriosis humana no han sido completamente elucidados.



Introduccién

1.1.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo gram-positivo, anaerobio facultativo, no
esporulado, catalasa positivo, oxidasa negativo que crece facilmente en agar sangre
produciendo B-hemodlisis incompleta (Gray y Killinger, 1966; Farber y Peterkin, 1991).
Posee un flagelo polar y es mévil a temperatura de 25°C. Aunque su crecimiento es
optimo entre 30-37°C, es capaz de multiplicarse a temperatura de refrigeracion (4-
10°C), cualidad que permite su separacion de otros contaminantes mediante el
cultivo prolongado a esta temperatura (técnica de enriquecimiento en frio). Aunque
listeria monocytogenes crece bien en medios de cultivo comunes (Gray y Killinger,
1966), se han desarrollado también medios selectivos para su aislamiento a partir de
especimenes clinicos (Schuchat y col, 1991). En estos especimenes, L.
monocytogenes puede adoptar aspecto de coco, diplococo o difteroide y ser

variable a la tincion de Gram.

El género Listeria comprende siete especies diferentes: L. monocytogenes, L
seeligeri, L. welshimeri, L. innocua, L. ivanovii, L. grayi and L. murray (Seeliger y
Jones, 1986; Rocourt y col 1992), de las cuales L. monocytogenes es el principal
patdgeno. L ivanovii, aunque ha sido aislada en casos de listeriosis en la especie
humana, es principalmente patégeno en animales. De acuerdo con los antigenos
somaticos (O) y flagelares (H), existen dieciséis serovares de L. monocytogenes, de
las cuales los tipos 4b, 1/2a y 1/2b son los mas frecuentemente detectados en los

aislamientos clinicos (Gellin y Broome, 1989).

1.1.2. Curso de la infeccién

El curso de la listeriosis murina experimental ha sido clasicamente caracterizado
gracias al estudio microbiologico e histopatoldgico del bazo e higado, 6rganos diana
de la infeccion listérica. Aunque la infeccion por via intravenosa ha sido la via mas
ampliamente utilizada en la caracterizacion de la infeccidén, otras vias como la

intraperitoneal, subcutanea, oral e intragastrica también han sido utilizadas.



Introduccién

1.1.1. Caracterizacion microbioldgica de la infeccion

Tras la inoculacion intravenosa de L. monocytogenes, aproximadamente el 60-90 %
del inéculo es rapidamente eliminado de la circulacion por las células de Kupffer en
el higado donde la mayoria de las bacterias son inactivadas (Mackaness, 1962;
Lepay y col, 1985). El 10-40% restante es captado principalmente por macrofagos
esplénicos situados en la zona marginal de la pulpa blanca del bazo y en menor
medida por células pertenecientes al sistema mononuclear fagocitico presentes en la
pulpa roja (Conlan, 1996). Durante las 2-4 horas siguientes, el inoculo inicial es
reducido aproximadamente al 50% en ambos érganos. Tanto en el bazo como en el
higado, las listerias que sobreviven a esta primera barrera de defensa proliferan de
forma exponencial, provocando una infeccion progresiva del parénquima hepatico y
esplénico alcanzando el maximo entre los tres y cuatro dias post-infeccion (d.p.i). Es
a partir de este momento cuando los recuentos de listerias comienzan a disminuir
progresivamente hasta desaparecer alrededor del 10° d.p.i. (Mackaness, 1962;

Lepay y col, 1985).

Cuando la via subcutanea es utilizada, el curso de la infeccion es similar al de la via
intravenosa aunque esta ligeramente retardado. Tras la inoculacion, Listeria
monocytogenes se disemina rapidamente desde el lugar de inoculacién a los
linfonodos regionales y de alli al higado y el bazo. EI maximo de multiplicacion
bacteriana en los érganos diana ocurre entre el 4° y 5° d.p.i. y disminuyen
progresivamente siendo casi inexistentes el 9°d.p.i. (Marco y col., 1991; Prats y col.,
1992).

Tras la inoculacion oral o intragastrica, Listeria monocytogenes invade el epitelio
intestinal y/o las placas de Peyer, se disemina a los ganglios linfaticos regionales y
posteriormente via la circulacion, al higado y bazo (Czuprynski y Haak-Frendscho,
1997; Marco y col, 1997). Listeria es detectada en pequenas cantidades en el bazo y
en el higado a las 24 y 48 horas post-infeccion (h.p.i.) respectivamente. Tras un
ligero aumento, los recuentos descienden gradualmente, desapareciendo del higado
el 6° d.p.i. y del bazo el 5° d.p.i. (Marco y col., 1992; Marco y col, 1997).
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1.1.2. Caracterizacion histopatoldgica

La primeras lesiones tras la infeccidn por la via intravenosa son visibles 24 h.p.i.

En el higado, estas lesiones consisten en pequefios acumulos de células
inflamatorias compuestos principalmente por neutréfilos (PMNN) y, en menor
numero, por macrofagos. Las listerias son poco o raramente visibles en este estadio
de la infeccidon. A 48 h.p.i., las lesiones son de mayor tamafio y los PMNN en el
centro son rodeados por varias capas de macrofagos asociados a la presencia de
numerosas listerias. A 72 h.p.i., los PMNN en el centro de la lesion aparecen
picnéticos, acompafiados de gran cantidad de restos celulares y la presencia de
macrofagos es mas numerosa. En el cuarto d.p.i., los PMNN han practicamente
desaparecido, la inflamacion pasa a ser puramente granulomatosa y se observan
gran cantidad de figuras mitéticas. Posteriormente, durante los dias quinto y sexto
post-infeccion, los focos de inflamacion aparecen de forma mas dispersa y las

listerias son ya dificilmente visibles (Mackaness, 1962).

En el bazo, tras una infeccion por via intravenosa o intraperitoneal, las primeras
lesiones son ya visibles a 6-12 h.p.i. y consisten en pequefios acumulos de PMNN
en la zona marginal de la pulpa blanca y en la pulpa roja (Marco y col, 1991; Conlan,
1996). Gracias a la utilizacién de técnicas inmunocitoquimicas (Domingo y col,
1986), Listeria monocytogenes es detectada en el citoplasma de células fagociticas

en la zona marginal de la pulpa blanca (Marco y col, 1991).

A 24 h.p.i., los infiltrados de PMNN son mas extensos y afectan también a la pulpa
blanca. Las listerias son visibles tanto en el interior de los microabscesos como en
zonas sin inflamacion aparente. Posteriormente los foliculos linfoides aparecen
deplecionados e infiltrados masivamente por PMNN. Este infiltrado inflamatorio se
extiende tanto a la pulpa blanca como a la pulpa roja y adquiere un caracter
piogranulomatoso o necrotizante con la presencia de trombosis. Es a partir del 4°
d.p.i cuando, tras una infeccion subletal, las lesiones son menos prominentes y las
listerias son raramente visibles, posiblemente un reflejo del comienzo de la
superacion de la infeccion en el bazo (Mackaness, 1962; Marco y col 1991; Conlan,
1996). En este estadio de la infeccidn se observa una gran actividad mitética y una

proliferacion de foliculos secundarios prominentes (Marco y col, 1991).
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Mediante la utilizacién de la via i.p y s.c, se ha observado la presencia de una
infeccion generalizada de los linfonodos produciendo una linfadenitis
piogranulomatosa y/o necrotizante acompafada de una intensa deplecion linfoide.
La reaccion inflamatoria se localiza tanto en el cértex interfolicular como en el
paracortex, especialmente alrededor de las vénulas de endotelio alto. En los
animales que no resisten la infeccion estas lesiones progresan hacia una linfadenitis
necrotizante. La distribucion de las lesiones es diferente en los ganglios linfaticos
que drenan el lugar de inoculacion. En este caso las lesiones son localizadas
principalmente en los senos subcapsulares y medulares reflejando el caracter
aferente de la infeccidn. Las lesiones en los ganglios linfaticos desaparecen
alrededor del 6 d.p.i acompafiados de una prominente actividad regenerativa de este

organo (Marco y col, 1991).

Las lesiones observadas tras la inoculacién por via subcutanea son similares a las
producidas tras la inoculacion peritoneal e intravenosa pero difieren en intensidad y
distribucion. Ademas, de la misma manera que los recuentos bacterianos, la
aparicion de las lesiones esta también ligeramente retardada.

Tras la infeccidén, Listeria se disemina rapidamente a los ganglios linfaticos que
drenan la zona de inoculacion. Posteriormente, macrofagos infectados con listerias
diseminan la infeccidén por via hematégena al bazo y al higado, resultando de ello un

cuadro lesional equivalente a la via intravenosa e intraperitoneal (Marco y col, 1991).

1.1.3. Lesiones nerviosas

El sistema nervioso central es un érgano comunmente afectado durante el curso de
la listeriosis en la especie humana, siendo responsable de la alta mortalidad y la

presencia de secuelas en los individuos afectados (Farber y Peterkin, 1991).

A diferencia de los rumiantes donde la romboencefalitis es la lesion predominante,
en la especie humana la forma mas frecuente es una meningitis o meningo-
encefalitis (Gray y Killinger, 1966; Lorber, 1997; Schuchat y col, 1997; Mylonakis y

col, 1998), siendo la afeccion del parénquima cerebral consecuencia de la extension
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del proceso meningeo (Gray y Killinger, 1966). La presencia de cuadros de
romboencefalitis o0 de abscesos/cerebritis es poco usual en la especie humana (Gray
y Killinger, 1966; Gellin y Broome, 1989; Lorber, 1997; Mylonakis y col, 1998).

En la encefalitis listérica de los rumiantes las lesiones son consecuencia de una
ascension neurotrépica via diferentes nervios craneales, especialmente el nervio
trigémino, afectando principalmente el tronco cerebral (Charlton y Garcia, 1977) . Sin
embargo, en la especie humana la afeccién del sistema nervioso central (SNC) se
asume que es probablemente consecuencia de una diseminacion hematdégena (Gray
y Killinger, 1966).

Cuadros de meningitis y meningoencefalitis comparables a los observados en la
especie humana han sido reproducidos utilizando diversos modelos experimentales
en animales de laboratorio. Aunque la via intracraneana y/o intracerebral han sido
ampliamente utilizadas (Tsai y col, 1980; Frei y col, 1993; Seebach y col, 1995), la
utilizacién de vias de infeccion sistémica como la via intravenosa, subcutanea u oral
permiten el estudio de la patogenia de estas lesiones en un contexto mas cercano a

la infeccidn real donde la diseminacion hematégena de la bacteria es considerada.

Las lesiones nerviosas durante la listeriosis murina experimental tras la infeccion por
via  subcutdnea o intravenosa, consisten principalmente en una
leptomeningitis/meningoencefalitis mixta (PMNN y macréfagos) acompanada de
coroiditis y ventriculitis supurativa con presencia de listerias en el interior de PMNN y
macrofagos. La presencia masiva de PMNN en los ventriculos llega en algunos
casos a obliterar el lumen ventricular (Marco y col, 1992, Berche, 1995, Altimira y col,
1999). La ingestion repetida por la via oral causa lesiones en el SNC similares a la
descritas anteriormente (meningitis, coriomeningitis) pero acompanada también de

cuadros de romboencefalitis (Altimira y col., 1999).

Durante la listeriosis murina experimental por via subcutanea, la aparicion de
lesiones nerviosas es un fendmeno tardio en el curso de la infeccion, aumentando
en incidencia y gravedad cuando los recuentos bacterianos en el higado y bazo
comienzan a disminuir (Prats y col, 1992). De hecho, Berche muestra que la

aparicion de meningoencefalitis durante la listeriosis murina es consecuencia de una
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bacteriemia persistente resultado de la multiplicaciéon de la listeria en el higado y
bazo (Berche, 1995). Por la via oral, y a diferencia de dosis Unicas, la utilizaciéon de
dosis repetidas de L. monocytogenes causa probablemente una bacteremia
subclinica persistente que permite el desarrollo de lesiones en el SNC de los ratones

infectados (Altimira, y col. 1999).

Se han expuesto dos hipdtesis principales para explicar el acceso de L.
monocytogenes al SNC. L. monocytogenes podria alcanzar el espacio
subaracnoideo a través de vasos leptomeningeos y diseminarse posteriormente a
través del liquido cefalorraquideo (LCR). Alternativamente, L. monocytogenes podria
acceder al SNC a través del endotelio fenestrado presente en los plexos coroideos.
Debido a que es en esta zona donde células del sistema monocluear fagocitico
migran normalmente al SNC, la posibilidad de que macréfagos infectados ejerzan de
vehiculo para la entrada de L. monocytogenes al encéfalo ha sido considerada
(Marco y col, 1992, Altimira y col, 1999; Drevets, 1999; Drevets 2001). Estudios de la
patogenia de la meningitis causada por Streptococcus suis en cerdos, muestran que
monocitos circulantes infectados migran al LCR siendo el plexo coroideo el principal

punto de acceso (Williams y Blakemore, 1990).

Durante la listeriosis murina experimental, L. monocytogenes circula en el torrente
sanguineo de forma libre y también en el interior de fagocitos, principalmente
macrofagos y en menor medida PMNN, (Drevets, 1999). Independientemente de la
localizacion de entrada al SNC, experimentos in vitro muestran que L.
monocytogenes libre en el torrente sanguineo puede invadir directamente las células
endoteliales o diseminarse a partir de células fagociticas infectadas previamente
adheridas a la célula endotelial (Drevets y col, 1995). De hecho, ha sido sugerido
que la activacion de las células endoteliales durante la fase bacteriémica de la
infeccidn por L. monocytogenes puede facilitar la adhesion vy la transmigracion de

monocitos infectados promoviendo la infeccién del SNC (Drevets, 1999).
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1.1.3. Inmunidad contra la infeccion

La inmunidad contra la infeccion listérica puede ser dividida en dos fases. La
primera, inespecifica, mediada principalmente por células del sistema mononuclear
fagocitico, neutrofilos y células asesinas naturales y, la segunda, una fase de
inmunidad adquirida, necesaria para la resolucion completa de la infeccién, mediada

principalmente por linfocitos T especificos.

1.1.4. Inmunidad inespecifica

La respuesta inmune inespecifica durante la listeriosis es llevada a cabo gracias a la
interaccion entre varios tipos celulares, basicamente células del sistema
mononuclear fagocitico, neutréfilos y células asesinas naturales, la produccién de
numerosas citocinas y la activacién del sistema del complemento (Unanue, 1997).
De hecho, la resistencia temprana a la infeccion listérica es independiente de la
presencia de linfocitos T o B, de forma que ratones deficientes en linfocitos T y B
resisten la infeccidon temprana de la misma forma que ratones completamente

immunocompetentes (Rogers y Unanue, 1993).

Como ya ha sido mencionado anteriormente, la primera barrera de defensa
inespecifica durante la infeccién listérica es llevada a cabo por células del sistema
mononuclear fagocitico, especialmente las células de Kupffer hepaticas que eliminan
de la circulacion aproximadamente entre el 60-90% del inéculo (Mackaness, 1962,
Gregory y col, 2002). Sin embargo, se ha sugerido recientemente que la mayoria de
las listerias eliminadas por las células de Kupffer permanecen en realidad adheridas
extracelularmente sin ser inicialmente fagocitadas. Se ha postulado que es la
interaccion posterior de los neutréfilos reclutados en el higado rapidamente tras la
infeccidn con las células de Kupffer la responsable de la fagocitosis e inactivacion
de la mayoria de las listerias (Gregory y col, 2002; Gregory y Wing, 2002). El resto
del in6culo es captado principalmente por macréfagos esplénicos situados en la
zona marginal de la pulpa blanca del bazo y en menor medida por mononuclear

fagocitos de la pulpa roja (Conlan, 1996).
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Los neutréfilos, que aparecen en los focos de infeccion en las primeras 24h, juegan
un papel clave en la fase temprana de la infeccidon. Czuprynski y colaboradores
muestran en un modelo de fagocitosis in vitro la alta capacidad listericida de PMNN
peritoneales obtenidos en la fase temprana de la infeccion y sugieren la importante
contribucion de los PMNN en la resistencia contra la listeriosis y posiblemente contra

otros patdégenos intracelulares (Czuprynski y col, 1984).

Estudios tomando como érgano de referencia el bazo, muestran que durante los tres
primeros dias tras la infeccibn se produce un incremento significativo de la
capacidad listericida en este 6rgano que coincide con una afluencia masiva de
neutréfilos. Contrariamente, el numero de células mononucleares fagociticas no
empieza a incrementarse hasta el dia 3 o0 4 post-infeccién, sugiriendo que la llegada
temprana y masiva de neutrdfilos al bazo limita de forma importante la multiplicacion
de la listeria antes de que ocurra la afluencia de los macréfagos inflamatorios (Kratz
y Kurlander, 1988).

Posteriormente, la importancia de los PMNN ha sido demostrada por numerosos
autores gracias a la utilizacion de anticuerpos monoclonales que deplecionan

especificamente la poblacién de neutrodfilos in vivo.

Cuando ratones infectados con una dosis subletal de listeria por via sistémica son
deplecionados de PMNN mediante el anticuerpo RB6-8C5 o son tratados con un
anticuerpo contra el receptor de la fraccion 3 del complemento (5C6), se produce un
incremento de la mortalidad de los animales asociado a un aumento de listerias en el
bazo y en el higado (Rosen y col, 1989; Rogers y Unanue, 1993; Conlan y North,
1994, Czuprynski y col, 1994). En el higado, este incremento de mortalidad esta
asociado a una ausencia total de PMNN en los focos de infeccién hepaticos y a un
incremento del numero de bacterias visibles en el interior de hepatocitos (Conlan y
North, 1991, 1993, 1994, Czuprynski y col, 1994). A partir de estos resultados, ha
sido sugerido que una de las funciones de los PMNN en el higado durante la fase
temprana de la infeccion es la de lisar los hepatocitos infectados permitiendo la
exposicidon extracelular de las bacterias, su fagocitosis y eliminacidn, previniendo al
mismo tiempo su diseminacion a través del parénquima hepatico (Conlan y North,

1991, 1992, 1993, Gregory y col, 1996). Otros autores sugieren que, en condiciones
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normales, la infeccidon de los hepatocitos por Listeria inicia un proceso de apoptosis
en estas células, promueve la liberacidn de moléculas quimiotacticas para los
neutrofilos e incrementa la adhesion de neutrofilos, resultando en la formacion de
microabcesos y en la inhibicion de la multiplicacion de las listerias (Boury vy
Czuprynski, 1995; Rogers y col, 1996). Ademas, la depleciéon de neutréfilos puede
resultar en una menor activacion y en un menor reclutamiento de monocitos hacia

los focos de infeccion (Rakhmilevich, 1995).

El incremento del numero de bacterias en el bazo de animales deplecionados de
neutréfilos, es generalmente menor que en el higado. Este hecho parece ser debido
a una menor permisividad de las células esplénicas a la multiplicacién intracelular de
la listeria (Conlan y North, 1994).

Este incremento de la carga bacteriana y de la mortalidad asociada no ocurre
cuando la depleccion de neutrdfilos se induce tardiamente tras la infeccion (5y 7
d.p.i.) probablemente debido a la presencia de macréfagos listericidas activados en
los focos de infeccion (Rogers y Unanue, 1993). Sin embargo, un estudio de
Rakhmilevich (Rakhmilevich, 1995) muestra que cuando el anticuerpo es
administrado a 4 y 6 dias postinfeccion, los ratones también desarrollan un infeccién

letal.

Si la temprana llegada de los PMNN limita de forma importante la multiplicacién de la
listerias, los macréfagos, que empiezan a acumularse en los focos de infeccion entre
las 24-72 horas post-infeccion contribuyen a la disminucién de la carga bacteriana y
tienen una importancia fundamental en la fase tardia de la infeccion. La secrecion de
factores estimulantes de colonias durante la fase temprana de una infeccion
primaria, principalmente CM-CSF, induce la llegada al higado de numerosos

monocitos sanguineos derivados de la medula 6sea (Gregory y Wing, 1993a).
Durante la fase temprana de la infeccion por listeria monocytogenes, la produccion

de citocinas juega un papel importante en el control inicial de la multiplicacion de la

bacteria.
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Durante una infeccion subletal, TNF-a es producido localmente en los érganos
donde se multiplica la listeria, alcanzando el maximo de su produccion entre 24 y 72
h.p.i. (Nakane y col, 1992; Poston y Kurlander, 1992). Este incremento de la
produccion de TNF-a es asociado a la llegada de PMNN al higado y bazo y a un
incremento de la capacidad listericida en ambos érganos (Kratz y Kurlander, 1988).
Cuando ratones infectados con una dosis subletal de Listeria monocytogenes son
tratados con un anticuerpo contra TNF-a previamente a la infeccion o durante las
primeras 72 horas se produce una exacerbacion de la infeccion que conlleva a un
incremento de la mortalidad asociada a un incremento del numero de bacterias en el
bazo e higado y a una importante disminucién del numero de células inflamatorias
en los focos de infeccion (Havell, 1987; Nakane y col, 1988; Havell, 1989; Nakane y
col, 1992; van Furth y col, 1994). Por contra, la administracion previa a la infeccion
de TNF-a recombinante protege contra una infeccion letal (Havell, 1989).

La supresion de la resistencia a la infeccion causada por la administracion de un
anticuerpo anti TNF-a. es debida en parte a la inhibicion de la generacion de
macréfagos activados (Nakane y col, 1988; Langermans y col, 1992).
Adicionalmente, van Furth y col, sugieren que los anticuerpos anti-TNF-a inhiben el
flujo de granulocitos y monocitos a los focos de infeccidén, probablemente debido a
que inhiben el efecto estimulante de TNF-a en la expresion de moléculas de
adhesion endotelial y la produccion de chemoquinas en las células endoteliales y por
lo tanto bloquean la migracién transendotelial de las células fagocitarias (van Furth y
col.,1994 ).

Como ha sido mencionado anteriormente, la produccién temprana de TNF-a permite
la generacion de macréfagos activados. La estimulacion de macréfagos no
listericidas por TNF-a y también por IFN-y induce una sobre-regulacion del receptor
de la fraccién 3 del complemento y por tanto de la capacidad fagocitica mediada por

este receptor asi como de la capacidad listericida (Drevets y col, 1996).

De hecho, el sistema del complemento es otro de los mecanismos involucrados en la
defensa inespecifica durante la listeriosis murina. L. monocytogenes activa la via
alternativa del complemento, permitiendo su opsonizacion y posterior fagocitosis

principalmente por células expresando el receptor C3 como los macrofagos
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activados o inflamatorios (van Kessel y col, 1981; Drevets y Campbell, 1991; Croize
y col, 1993). La opsonizacion de L. monocytogenes por la fraccion C1q del
complemento también contribuye a la fagocitosis por los macréfagos (Alvarez-
Dominguez y col, 1993).

Sin embargo, la fagocitosis a través del receptor de la fraccion 3 del complemento es
esencial para desencadenar en los macrofagos activados la eliminacion de la
bacteria. El bloqueo del receptor de la fraccién 3 del complemento en macréfagos
listericidas por medio de anticuerpos especificos inhibe su capacidad listericida
(Drevets y col, 1993). Cuando la fagocitosis ocurre por medio de otros receptores
diferentes al receptor de la fraccién 3 del complemento, la capacidad listericida es
inhibida (Drevets y col, 1993; Schlech, 1996).

La secrecion precoz de IFN-y juega también un papel importante en el control de la
infeccidn. IFN-y es detectado en la circulacion, en los bazos y ganglios linfaticos de
animales infectados 24 horas tras la infeccion (Nakane y col, 1990, Dunn y North,
1991). La administracion, previa a la infeccién, de un anticuerpo neutralizante contra
IFN-y conlleva la incapacidad para controlar una infeccion subletal (Nakane y col,
1990; Dunn y North, 1991). La produccion de IFN-y en este estadio de la infeccion es
llevada a cabo principalmente por las células asesinas naturales. Las listerias son
fagocitadas por los macréfagos, los cuales secretan TNF-a al mismo tiempo que
procesan los antigenos bacterianos. La presencia de TNF-a y posiblemente de estos
antigenos derivados de listeria induce la produccion de IFN-y por parte de las células
asesinas naturales que a su vez estimulan la capacidad listericida de los macréfagos
(Dunn y North, 1991; Wherry y col, 1991; Poston y Kurlander, 1992; Unanue, 1997).
Adicionalmente, IFN-y contribuye directamente a la eliminacion de la listeria en el
higado mediante la activacion de la capacidad microbicida de los hepatocitos
(Gregory y Wing, 1993b).

La produccion de IFN-y por las células asesinas naturales permite al hospedador
incrementar temporalmente el poder de la defensa inespecifica contra la infeccién

antes que la respuesta inmune dependiente de linfocitos T pueda ser generada.
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IL-12 es otra citocina esencial en la defensa contra la infeccién listérica. IL-12 es
secretada por macrofagos tras la infeccion y media la produccion de IFN-y por las
células asesinas naturales. En la ausencia de IL-12, se produce un aumento
marcado de la multiplicacién de la listeria en los 6rganos diana consecuencia de la
falta de produccion de IFN-y por las células asesinas naturales . Ademas, IL-12 es
una de las principales citocinas que participa en la comunicacion entre la inmunidad
innata y adquirida facilitando el la produccion de IFN-y por los linfocitos T (Unanue,
1997).

1.1.5. Inmunidad especifica

La resistencia del organismo a la infeccion y la eliminacion completa de la listeria de
los tejidos en los animales infectados asi como la resistencia a una infeccion
posterior es dependiente de la instauracion de una inmunidad celular mediada por
células T (North, 1973, 1975; Emmerling y col, 1977; Takeya y col, 1977) y la

posterior activacién de los macrofagos (Mackaness, 1962, 1964, 1968).

Tanto los linfocitos T ayudantes (CD4+) como los citotoxicos/supresores (CD8+) son
necesarios para la instauracion de una resistencia eficaz contra la infeccidn
(Kaufmann y col, 1985; Czuprynski y Brown, 1987; Kaufmann, 1987; Sasaki y col,
1990). Sin embargo, experimentos en los que han sido utilizados ratones deficientes
en el complejo mayor de histocompatibilidad de clase | o clase Il (MHCI/MHCII),
sugieren que los linfocitos T CD8+ son probablemente las células efectoras
principales y criticas en la defensa contra la infeccion por Listeria monocytogenes
(Gregory y Liu, 2000).

La secrecion de factores solubles, especialmente IFN-y, constituye uno de los
principales mecanismos efectores mediante el cual los linfocitos T especificos y las
células asesinas naturales median la resistencia contra la infeccion listérica
(Mackaness, 1968; Gregory y Wing, 1993b). Tanto los linfocitos T ayudantes (CD4+)
como los citotéxicos (CD8+) son responsables de la produccion de IFN-y durante la

infeccién (Nakane y col, 1991).

20



Introduccién

Tras la infeccion por L. monocytogenes, antigenos derivados de Listeria asociados al
complejo mayor de histocompatibilidad I (MHCII) son presentados por células
presentadoras de antigeno a los linfocitos T ayudantes especificos. Estos linfocitos
secretan IFN-y e interleucina 2 y activan respectivamente a los macréfagos y a los
linfocitos T citotdxicos. A su vez, los linfocitos citotdxicos activados secretan IFN-y
incrementando asi la capacidad bactericida de los macrofagos (Kaufmann, 1987). De
hecho, la produccién de IFN-y durante la infeccion por L. monocytogenes esta
correlacionada con la activacion de macrofagos y la eliminacion de la bacteria. La
administracion de un anticuerpo neutralizante a ratones infectados inhibe la
generacion de macrofagos activados e inhibe la capacidad del ratéon a eliminar la
bacteria (Buchmeier y Schreiber, 1985). Del mismo modo, la administracién de IFN-y
recombinante a ratones infectados incrementa la resistencia de los animales y
disminuye la multiplicacion de la Listeria (Sasaki y col, 1990; Gregory y Wing,
1993b). Adicionalmente, ha sido sugerido que la activacion de la capacidad
microbicida de los hepatocitos es uno de los mecanismos efectores por los cuales
IFN-y contribuye a la defensa contra la infeccién en el higado (Gregory y Wing,
1993b).

La patogenicidad de Listeria monocytogenes depende de su capacidad para escapar
del endosoma y multiplicarse en el citoplasma de las células infectadas. Antigenos
derivados de Listeria en esta localizacion son entonces presentados en la membrana
celular acompafiados del MHC |, siendo este hecho critico para la inducciéon de
immunidad (Gregory y Liu, 2000). Los linfocitos T citotoxicos especificos reconocen
los antigenos derivados de Listeria que son presentados acompafados del complejo
mayor de histocompatibilidad | (MHCI) y producen la lisis de las células infectadas,
permitiendo asi la fagocitosis de las bacterias por macréfagos con alta capacidad
listericida (Kaufmann, 1987, Gregory y Liu, 2002). La capacidad citolitica de los
linfocitos T CD8+ ocurre mediante dos mecanismos diferentes; el primero
dependiente de la secrecion de perforina, el cual parece ser importante en la fase
temprana de la infeccién, y el segundo, importante en una fase mas tardia,
dependiente de la interaccion de CD95 (Fas) con su ligando (FasL) (Wing y Gregory,
2002).
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Los linfocitos CD4 son la subpoblacion de linfocitos T mas abundante en las lesiones
granulomatosas presentes en los érganos de los animales infectados. Su activaciéon
contribuye a la proteccion contra la infeccion mediante la atraccion y subsecuente
activacion de células mononucleares provenientes del torrente circulatorio (Mielke y
col, 1989). Sin embargo, en el caso de una re-infeccion, el rapido reconocimiento de
hepatocitos infectados por los linfocitos T especificos es suficiente para limitar el
numero de listerias sin necesidad de reclutar un gran numero de células

mononucleares fagociticas derivadas de la médula 6sea (Gregory y Wing, 1993b).

1.2. Inflamacion y moléculas de adhesioén celular

Fundamentalmente, la inflamacion se caracteriza por la acumulacién de leucocitos
en los lugares donde se localiza el estimulo inflamatorio. Cuando la inflamacién es
consecuencia de la invasiéon por un microorganismo, la respuesta inflamatoria tiene

como objetivo localizar, destruir y eliminar el agente invasor.

Clasicamente, la acumulacion de leucocitos en los focos de inflamacién era
explicada por la presencia en estas células de receptores para moléculas
quimiotacticas liberadas en el lugar donde el estimulo inflamatorio estaba localizado.
Gracias a la presencia de un gradiente de concentracion de estas moléculas, los
leucocitos eran guiados al espacio extravascular y posteriormente al origen del
estimulo. En este modelo, el endotelio jugaba unicamente un papel pasivo basado
en la simple retraccion celular que permitia el paso de las células inflamatorias al

espacio extravascular (Cronstein y Weissmann, 1993).

Sin embargo, ha sido mostrado posteriormente que el reclutamiento de los leucocitos
y su posterior extravasacion a los focos de infeccion es el resultado de un complejo
proceso de sucesivas interacciones mediadas por la expresion de moléculas de
adhesion celular en la membrana de las células endoteliales e inflamatorias.

Los leucocitos deben adherirse al endotelio antes de dejar la circulaciéon y migrar

hacia los tejidos. Esta adhesion y posterior migracion transendotelial tiene lugar
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principalmente en a nivel de las venas postcapilares en los tejidos no linfoides y en
las venas de endotelio alto presentes en los linfonodos (Adams y Shaw, 1994).

Una vez los leucocitos han dejado el torrente sanguineo y han pasado al
compartimento extracelular, son entonces capaces de seguir el gradiente

quimiotactico hacia el lugar de origen del estimulo.

1.2.1. El proceso de reclutamiento celular

El proceso de adhesion endotelial previo a la extravasacion de los leucocitos se

divide principalmente en dos etapas que ocurren de forma consecutiva:

- Adhesion transitoria de los leucocitos al endotelio induciendo un fenédmeno
de “rolling”.
- Activacion leucocitaria y adhesion firme.

1.2.1.1. Fase de adhesion transitoria o fendmeno de “rolling”

Esta primera fase del proceso de extravasacion leucocitaria consiste en la adhesion
transitoria de los leucocitos circulantes al endotelio produciendo un fenémeno de
“‘rolling” de los leucocitos a lo largo de la vasculatura. Esta interaccion transitoria
permite al leucocito encontrar factores de activacion especificos expresados en la
membrana de la célula endotelial que induciran su adhesion firme y posterior
extravasacion. En caso de ausencia de estos factores de activacion, la célula
inflamatoria perdera contacto y volvera al torrente sanguineo (Adams y Shaw,
1994).

Esta interaccidn transitoria esta mediada por proteinas de la familia de las selectinas.
Las selectinas son proteinas de membrana que contienen un dominio extracelular
aminoterminal de tipo lectina seguido por un moédulo similar al factor de crecimiento
epitelial, multiples copias de la unidad repetida de consenso de la proteina
reguladora del complemento, y un corto dominio intracitoplasmatico. La familia de las
selectinas esta compuesta de tres miembros: P-selectina, E-selectina y L-selectina,
denominados segun la célula donde fueron identificados por primera vez: plaqueta,

endotelio y linfocito respectivamente (Bevilacqua y col, 1991).
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P-selectina (CD62P, GMP-140, PADGEM) se encuentra de forma constitutiva en la
membrana de los granulos densos de las plaquetas, en los megacariocitos y en los
corpusculos de Weibel-Palade de las células endoteliales. La expresion de P-
selectina en las células endoteliales se concentra especialmente en pequefias venas
y vénulas, precisamente las regiones del endotelio donde ocurre principalmente al

migracion de leucocitos (McEvery col, 1989).

La expresion de P-selectina esta regulada a dos niveles diferentes. Tras activacion
del endotelio por trombina, histamina o radicales de oxigeno, P-selectina es
transportada en pocos minutos y de forma transitoria desde los granulos secretores
a la superficie celular (McEver y col, 1989). Adicionalmente, en las células
endoteliales, la sintesis de P-selectina estd regulada a nivel transcripcional por
citocinas como TNF-a o por LPS (Weller y col, 1992; Sanders y col 1992; Hahne y
col, 1993; Gotsch y col, 1994).

E-selectina (ELAM-1), se expresa unicamente en ceélulas endoteliales activadas.
Tras la activacion de la célula endotelial por diversas citocinas (TNF-a, IL-1a, IL-1pB),
endotoxina o sustancia P, la célula endotelial sintetiza “de novo” E-selectina y es
expresada de forma transitoria en el endotelio (Bevilacqua y col 1987; Dianzani y
Malavasi, 1995).

L-selectina (LEC.CAM-1, LECAM-1, LAM-1, MEL-14, Leu-8, TQ1, DREC.56), se
expresa de forma constitutiva en todos los leucocitos excepto en una subpoblacion

de linfocitos T de memoria (Konstantopoulos y Mcintire, 1996).

La selectinas reconocen secuencias especificas de carbohidratos presentes ya sea
en los leucocitos (P- y E selectina) o en el endotelio (L-selectina). Oligosacaridos
como sialyl Lewis® y su isomero sialyl Lewis® actian como ligandos para las tres
selectinas (Konstantopoulos y Mclintire, 1996). Adicionalmente, PSGL-1, una
glicoproteina expresada en los leucocitos e inicialmente definida como especifica
para la P-selectina, contribuye también a la union de L- y E-selectina aunque
probablemente con afinidades relativas diferentes (Konstantopoulos y Mclintire,
1996; McEver y Cummings, 1997).
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La contribucién de cada una de las selectinas al reclutamiento de las diferentes
células inflamatorias ha sido ampliamente estudiado in vitro, tanto en modelos
estaticos como en condiciones de flujo, e in vivo mediante la utilizacion da la
microscopia intravital. Estos estudios han puesto en evidencia que tanto L-, P- y E-
selectina median la adhesion transitoria y el fendmeno de “rolling” de determinadas
subpoblaciones de leucocitos en diferentes condiciones experimentales, tanto en
endotelios activados como en endotelios no estimulados (Lasky, 1992; Munro y col,
1992; Abbasi y col, 1993; Tedder y col, 1995; Frenette y Wagner, 1996).
Adicionalmente, la expresion de L-selectina en los linfocitos media principalmente el

trafico de estas células a través de los 6rganos linfoides (Dianzani y Malavasi, 1995).

1.2.1.2. Fase de activacion leucocitaria y adhesion firme

Tras el primer contacto mediado por las selectinas, diferentes factores de activacion
presentes en la superficie endotelial como, PAF (factor activador de plaquetas),
componentes de la pared bacteriana, productos del complemento y especialmente la
presencia de factores quimiotacticos para diferentes leucocitos activan la capacidad
adhesiva de las células inflamatorias induciendo una adhesion mas estable al
endotelio (Adams y Shaw, 1994; Zimmerman y col 1996). Adicionalmente, ha sido
también demostrado que la interaccidn previa de L-selectina con su ligando actua

como factor de activacion del PMNN induciendo su adhesion (Gopalan y col, 1997).

Este incremento de la capacidad adhesiva de los leucocitos es debida a la sobre-
regulacion y, particularmente, a la alteracion de la conformacion extracelular de
moléculas pertenecientes a la familia de las integrinas (Huber y col, 1991; Cronstein
y Weissmann, 1993; Mackay y Imhof, 1993).

Las integrinas son una familia de glicoproteinas heterodiméricas de membrana
compuestas de una subunidad a y . La familia se subdivide en diversas subfamilias
dependiendo de la subunidad  que contienen. Las integrinas mas importantes en la
interaccién leucocito-endotelio son las pertenecientes a la familia f2, denominadas

moléculas leucocitarias de adhesion celular, y las integrinas 1 también llamadas
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proteinas VLA (“very late antigen”). Las integrinas B2 contienen la subunidad 2
(CD18) apareada a las diferentes subunidades alfa CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1)
o CD11c (gp150,95) mientras que las integrinas B1 contienen la subunidad 1
(CD29) apareada a las diferentes subunidades alfa CD49a-CD49f (Cronstein y
Weissman, 1993; Adams y Shaw, 1994).

LFA-1 (CD11a/CD18; “lymphocyte function antigen”) en linfocitos, Mac-1
(CD11b/CD18) en PMNN y monocitos y VLA-4 (CD49d/CD29) en linfocitos,
monocitos y eosindfilos, son las principales integrinas involucradas en la mediacion
de la adhesion leucocitaria al endotelio (Cronstein y Weissmann, 1993; Adams y
Shaw, 1994).

Estas moléculas de adhesion se expresan de forma constitutiva en todos los
leucocitos y tras su activacion interaccionan con miembros da la superfamilia de las
inmunoglobulinas expresados en el endotelio. Las integrinas 2 interaccionan con
las moléculas de adhesion intercelular -1y -2 (ICAM-1, ICAM-2). Por su parte, VLA-4

interacciona con la molécula de adhesién celular vascular-1(VCAM-1).

Si bien ICAM-2 se expresa de forma constitutiva en el endotelio y participa al
reclutamiento celular basal, la sintesis y expresion de ICAM-1 y de VCAM-1 en las
células endoteliales es estimulada por la presencia de citocinas (IL-1, TNF-a) y de
LPS, participando al reclutamiento de leucocitos al endotelio inflamado (Cronstein y
Weissmann, 1993; Hahne y col, 1993; Haraldsen col, 1996).

La expresion de ICAM-2 e ICAM-1 en la célula endotelial contribuye a la migracion
de PMNN a través del endotelio en condiciones basales y de activacion mediante su

interaccion con LFA-1 y Mac-1 (Issekutz y col, 1999).
La interaccion VCAM-1/VLA-4, media principalmente la adhesion de monocitos,

linfocitos, basofilos y eosindfilos a células endoteliales previamente activadas por
citocinas o LPS (Adams y Shaw, 1994; Elangbam, 1997).
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MadCAM es otro miembro de la familia de las inmunoglobulinas que se expresa en
células endoteliales de mucosas e interacciona con L-selectina y la integrina a4p7.
La interacciéon de MAdCAM con la integrina a4p7 es importante en la migracién de

los linfocitos hacia las diferentes mucosas del organismo (Adams y Shaw, 1994).

1.2.2. Expresién en modelos de inflamacion

Como ha sido mencionado anteriormente, durante un proceso infeccioso, la
capacidad del sistema inmunitario para eliminar el patégeno invasor es dependiente
de la capacidad de los leucocitos para migrar a través de la barrera endotelial y

dirigirse a la zona inflamada.

El papel clave que juegan las moléculas de adhesidn en este proceso es evidente en
pacientes que sufren una inmunodeficiencia caracterizada por un déficit de adhesion
leucocitaria-1 (LAD-1). Se trata de una rara enfermedad caracterizada por una
reduccion o una ausencia total de integrinas B2 en los leucocitos que impide la
migracion de neutrdfilos a los lugares de infeccion. En estos pacientes, esta
disminucién del reclutamiento leucocitario se traduce en la presencia de infecciones
bacterianas y fungicas recurrentes (Adams y Shaw, 1994). Otra enfermedad similar,
LAD-2, caracterizada por una deficiencia en la capacidad migratoria de los
neutréfilos es debida a la ausencia en estas células del principal ligando de las
selectinas, sialyl Lewis X, que impide la interaccion con E- y P-selectina (Mckay y
Imhof, 1993).

La utilizacion de ratones genéticamente deficientes en una o varias moléculas de
adhesion celular y el desarrollo en los ultimos afios de anticuerpos especificos para
las diferentes moléculas de adhesién ha permitido evaluar el papel que juegan éstas
moléculas en el proceso de reclutamiento celular en diferentes modelos de
inflamacién, y ha contribuido de forma importante al estudio de la patogenia de

numerosas enfermedades inflamatorias.

Asi, la importancia de las selectinas en el reclutamiento celular, especialmente de

neutrofilos y monocitos/macréfagos ha sido puesta en evidencia mediante la
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utilizacién de ratones deficientes en E- y P-selectina, los cuales expresan un fenotipo
de deficiencia de adhesion leucocitaria caracterizado por infecciones muco-
cutaneas, proliferacion de células plasmaticas en los d&rganos linfoides,
hipergammaglobulinemia y deficiencia en el fendmeno de “rolling” (Bullard y col,
1996). Estos animales muestran una inhibicién casi completa de la migracion inicial
de neutrdfilos en un modelo de peritonitis infecciosa y un aumento de la morbilidad y
mortalidad acompafiada de una bacteriemia persistente en un modelo de infeccién
sistémica por Streptococcus pneumoniae (Bullard y col, 1996; Mufioz y col, 1997). La
deficiencia en la capacidad de adhesion y migracion leucocitaria es también evidente
cuando los animales son deficientes en E-selectina y en CD18 (ligando de ICAM-1) .
En este caso los animales muestran una incapacidad total para el reclutamiento de
neutréfilos a las zonas inflamadas. De hecho, la viabilidad de estos animales esta
seriamente reducida debido a su incapacidad de instaurar una respuesta inflamatoria
adecuada (Mizgerd y col, 1999; Forlow y col, 2000). La contribucién directa de ICAM-
1 al reclutamiento leucocitario ha sido puesta de manifiesto mediante la utilizacion de
ratones genéticamente deficientes en ICAM-1 en modelos de inflamacién (Kunkel y
col, 1996) y también en modelos de isquemia/reperfusion (Jones y col, 2000).
Adicionalmente, la contribucion de ICAM-1 en la defensa contra patdgenos
bacterianos queda ilustrada en un modelo de infeccion bacteriana por Staphyloccous
aureus en raton, donde la ausencia de ICAM-1 reduce significativamente la
proteccion contra la enfermedad sistémica pero también el desarrollo de artritis en

estos animales (Verdrengh y col, 1996).

Mediante estudios immunohistoquimicos, la correlacidn entre la expresion de las
diferentes moléculas de adhesion y la infiltracion leucocitaria ha sido descrita en
multiples procesos inflamatorios tales como la enfermedad inflamatoria intestinal
(IBD), artritis sépticas, procesos inflamatorios renales, dermatitis y asma entre otros
(Wegner y col, 1990 ; Bruijn and Dinklo, 1993; Nakamura y col, 1993; Tang y col,
1994; Bruijn and Heer, 1995; Henseleit y col, 1996; Austrup y col, 1997; Fuhlbrigge y
col, 1997; Walter e Issekutz, 1997). De la misma manera, E-selectina, P-selectina e
ICAM-1 participan también en el reclutamiento leucocitario al SNC. En un modelo de
meningitis experimental inducida por citocinas, la deficiencia de E- y P-selectina
provoca una inhibicién casi completa de la extravasacion leucocitaria al SNC (Tang y

col, 1996). Contrariamente, E- y P-selectina no parecen estar involucradas en el
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reclutamiento de células inflamatorias en un modelo de encefalitis autoinmune
experimental en ratén (Engelhardt y col, 1997). Sin embargo, la expresiéon de ICAM-1
juega un papel importante en el reclutamiento de los linfocitos en este mismo modelo
(Steffen y col, 1994; Dopp y col, 1994). La sobre-regulacion de la expresién de
ICAM-1 en el SNC ha sido también descrita en la microcirculacion cerebral
alrededor de placas activas en casos de esclerosis multiple en la especie humana
(Sobel y col, 1990), en modelos de contusién cerebral (Isaksson y col, 1997) y en
modelos de encefalitis bacteriana y parasitaria experimental (Engelhardt y col, 1994;
Weber y col, 1995; Rudin y col, 1997; Deckert-Schliter y col, 1999).

La contribucion de las diferentes moléculas de adhesion a la patogenia de la
listeriosis in vivo no han sido estudiados. Sin embargo, estudios in vitro muestran
que la infeccién de células endoteliales humanas por Listeria monocytogenes induce
la expresion y sobre-regulacion de E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en estas
células, e induce la adhesion de PMNN (Krull y col, 1997; Drevets, 1998), siendo la
adhesion de los neutrofilos inhibida cuando son utilizados anticuerpos monoclonales
especificos (Drevets, 1997). Adicionalmente, la infeccidn in vitro de hepatocitos con
L. monocytogenes induce la sobre-expresion de ICAM-1 facilitando la adhesion de
los neutrodfilos a estas células (Boury y Czupynski, 1995).

Estas observaciones sugieren que la capacidad de L. monocytogenes para
estimular la adhesion leucocitaria por medio de la expresion de moléculas de
adhesion endotelial puede ser un mecanismo patogénico importante durante la

listeriosis.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es contribuir al conocimiento de la patogenia de la
listeriosis murina experimental mediante el estudio de los mecanismos involucrados
en el reclutamiento celular a los focos de infeccion, y en especial al sistema
nervioso central. La listeriosis murina experimental se caracteriza por la rapida
llegada de PMNN y macrofagos a los érganos diana (higado, érganos linfoides y
sistema nervioso central). En general, la eliminacion de los agentes patégenos por el
sistema inmunitario depende en gran medida de la capacidad de los leucocitos para
traspasar la barrera endotelial y dirigirse al lugar de infeccién. De acuerdo con estas
premisas generales, uno de los objetivos principales de este trabajo doctoral fue el
estudio de la expresion de moléculas de adhesion en el transcurso de la listeriosis
murina experimental. En concreto, se pretende caracterizar la expresion de aquellas
moléculas principalmente involucradas en el reclutamiento de neutréfilos y

monocitos/macréfagos hacia los focos de infeccion.

Las lesiones nerviosas en la listeriosis murina experimental se caracterizan por la
afluencia masiva de PMNN hacia las meninges y al sistema ventricular. Sin
embargo, de la misma manera que el rapido reclutamiento de estas células a los
focos de infeccidn es vital para el control inicial de la infeccion, no se puede excluir la
posibilidad de que el reclutamiento de neutréfilos en el sistema nervioso central sea
también responsable de la mayoria de las secuelas observadas en la listeriosis
humana. Por otra parte, es conocida la capacidad de las células fagocitarias (PMNN,
macrofagos) para vehicular listerias y generalizar la diseminacion de la bacteria por
diferentes zonas del organismo. Segun estos presupuestos, otro de los objetivos
fundamentales de este trabajo doctoral ha sido estudiar en qué medida la
modulacion de la migracion del PMNN al sistema nervioso central podria modificar el

patrén lesional caracteristico de la listeriosis murina experimental.

En resumen, los objetivos concretos que se plantearon para el desarrollo de este

trabajo doctoral fueron:
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Objetivos

1.

Puesta a punto y estandarizacion de técnicas inmunohistoquimicas adecuadas
para la deteccion de E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en tejidos de ratdn fijados

en formol e incluidos en parafina.

Estudiar la expresion de E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en el transcurso de la
listeriosis murina experimental y determinar la posible existencia de correlacion

entre la expresion de dichas moléculas y las lesiones inflamatorias observadas.

Intentar elucidar la importancia de los PMNN en la patogenia de las lesiones
nerviosas durante la listeriosis murina experimental mediante la utilizacion del
anticuerpo monoclonal RB6-8C5, el cual depleciona especificamente la poblacién
de PMNN “in vivo “.
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Despite of being extensively used as an experimental
model for the study of the pathogenesis of and host
defense against intracellular bacteria, the expressionand
contribution of endothelial call adhesion molacules to the
pathogenesis of Lisfeda maonocytogenas during experi-
mental muring listariosis have not been characterized yet.
Therstore, the aim of this study was to detect by immu-
nohiztochemiztry the expression of E-selactin, F-selactin,
and ICAM-1, especially in the liver, lymphoid organs and
CHMS of mice during the course of experimental murine
listericeis uzing the suboutaneous route of infection, and
to determine whether correlation exizste between the ex-
pression of thess adhesion molecules and the inflamma-
tary infiltrate.

Materials and Methods

L. monocytogenes (serovar 4b, strain P-14B) was grown
on brain heart infusion broth (BHI, Cifco) at 37°C for 24
hours with crhital shaking. After centrifugation the organ-
ismz were collected and resuspended in sterile 0.9%
saline to the required dose.

Anfmals

Forty-sight female 25-g SFF CC1 mice (Interfauna, Spain)
were inoculated subcutaneously with 5 = 10% colony-
forming unitz of viable L. monocytogenss in a 0.2 ml of
scluticn in the lumbar zone. At various time intervals
(day= 1, 2, 3. 4, 5, 8, 11 after infection) (p.i.) groups of
mice were killed by anesthetic (halothane) overdosa. Im-
mediately, blood collzected from the cava vein was placed
in heparin-coated microtubes (Becton Dickinson, Frank-
lin Lakes, MJ) and 0.5 ml were directly plated on brain-
heart infusion agar {BHIA). Samples of liver and spleen
were azeptically removed, homogenized in Triz-buff-
ered =aline, and plated in 10-fcld serial dilutionz in
EBHI& for bacterial count. Flates weres incubated for 24
hours at 37°C.

Samples of liver, epleen, lymph nodes, stomach, small
and large intestineg, pancreas, kidney, adrenal gland,
urinary bladder, uterus, cvary, lung, heart, thymus, bone
marrow, spinal cord, and brain were taken immediately
after killing the animals, fixed for 48 hours in bulfered
formalin, embedded in paraffin, and processed for histo-
pathology and immunchiztochemiztry.

Animal experiments were performed under the super-
vigion of the Animal Care Committes of the Universitat
Autdnoma de Barcelona.

Immunohistochemisiry

Primary rat monoclonal antibodies  against  mouse
ICAM-A1 fclone KAT-1) (R&D Systems, Abingdon, UK),
E-zelectin {clone 10E2C)Y (Pharmingen, San Diego, CA),
neutrophils {clone 7/} {Immunckontact. Bicggio, Switzer-
land) and polyclonal rabbit against mouse P-zslectin
{Pharmingen) were used. Immunohistochemistry to de-
tect ICAM-1 and E-zelectin was performed as previously

g chvg

am

Flgur\a _1. Bacterial 'r:n:m1|1 n organs of mice infected subcutanecusly with

5 # 10P colony-forming units of viohle L. momecptogenesin liver (), spleen
(53, and Blecd (%1, Data are expressed as the mean = 50 (Fve to eight mice
per time point].

described. ' To detect P-selectin and neutrophils in for-
malin-fixed and paraffin-embedded tizsuss, secticns
were placed in 0.01 malil citrate boffer (pH 8) and
heated for 10 minutes (P-zelecting or 5 minutes (neutro-
philz) in a microwave oven (Moulines FIM A7354, 850 W)
for antigen retrieval. After blocking nonspeafic binding,
zections were incubated with the primary antibody di-
luted 1:250 (P-selectin) and 1:200 (neutrophils) in 0.05
molll Tris-buffered =aline, pH 7.6, at 4°C ovemight. &
bictinylated goat anti-rabbit 1aG and a biotinylated goat
anti-rat 1gG (Cako, Glostrup, Denmark) were used az a
secondary antibodies diluted in Tris-buffered =saline, pH
T6, at 1:400 and 1:200, regpectively. Reaction was de-
veloped with the avidin-bictin horseradish peroxidase
complex using as chromogen 0.05% solution of 3,3-
diamenobenziding (Sigma Chemical Co., 5t Louis, MO
with 0.03% H.C. in 0.1 mal/L imidazole bufer (pH 7.1). L.
maonocyiooenes was immunohistochemically detected by
a madified technique from Domingo et al'™ using the
avidin-bictin complex system (Dako). Sections incubated
with isctype-matched antibodies served as negative con-
trole in each technique.

Resuiis
Clinical and Microbiological Resulfs

Meither symptomes nor desaths were zean until day 4 p.i.,
with the exception of cne mouse that died on day 3 p.i.
On day 4 pi. many animals rested immobilized and
zhowed hair brigting. From day 5 p.i. to the end of the
expariment, most animals showed neurclogical signs
such as ataxia and tremors, and three of them, circling.
During this pericd two animalz died and many had to be
euthanized due fo severe symptomatology. Results of
bacterial counts in the liver, spleen, and blood are shown
in Figure 1. Listera was detected from day 1 p.i. through
the end of the experiment. The maximum bacterial count
in the liver (107 colony-forming unitsfa) and the spleen
(107 colony-forming units/) occurred between days 3
and & p.i., after which they gradually decreased and
became undetectable on day 11 p.i Lisfera was de-
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tectad in blood at low levels (10/ml} during the first two
days but reached levelz of 107%/ml on day 3 p.i. that lasted
until day & p.i., then declined until there were undetect-
able levels on day 11 p.i. This period of bacteremia was
coinzident with the period of maximal bacterial replica-
tion in the eplean and liver.

Histopathology and immunchistochemisiry
Confrol Amimals

b previously reported'™ '™ no E-zelectin expression
was immunohistochemically detected in endothelial cells
in any of the sudied crgans from control animals. Although
P-zelectin iz preformed and stored in Weibel-Palade bodies
af endothelial cells, platelets, and megakaryocytes of un-
stimulated animals,' F-selectin was only detected in
megakaryocytes and circulating platslets of contral ani-
mals. [CAM was constitutively expressed in all of the
studied crgans. In the liver, ICANM-1 was faintly expressed
on sinuscidal endothelial cels, especially around the cen-
trkobular vein and also in some branches of the portal vein
and hepatic artery. In lymphoid crgans, [ICTAM-1 expres-
sion was detected in some splenic red pulp sinuscidal
endothelial cells and in the center of lymphoid follicles, as
well as in the medullary and subcapsular sinuses of
lymph nodes. In the CHS, [ICAM-1 was expressed in
subarachnoid venules and capillaries, especially thosea in
the hippocampal sulcus, and with less intensity in
periventricular vessels. Choroid epithelial cells also ex-
preszad [CAM-1 in their apical membrane. 1ICAM-1 was
alzo detected in venules and capillaries of the rest of
organs, as well as in the endocardium and pulmonary
alveclar epithelial cells.

Infected Animals

Typical lesions of septicemic listeriosie affecting the
liver, spleen, and lymph nodes'* began to appear on
day 2 p.i. and were present until the end of the experi-
ment. However, up-regulaticn and de novo expression of
some of the adhesion molecules was already evident on
day 1p.i

After inoculation, progressive [CAM-1 up-regulation in
liver sinusoidal endcthelial cells was observed, and
reached the highest level of expression on days 2 to 3 p.i
and returned to baszal levels on day 11 pi. This up-
regulation consisted not only of an increment in the in-
tensity of the reaction but also of the distribution, which
waz markedly centrilbbular on day 1 p.i. and became
generalized during days 2 to 3 p.i. At this time, small
pyogranulomatous foci of inflammation were randormly
distributed throughout the hepatic parenchyma with the
presence of Listara in the center of the lesions. Sinuscidal
endothelial cells immediately adjacent to these areas
showed a more intense |CAM-1 staining (Figure 2A). This
oversxpression around the inflamed areaz lasted to the
end of the experiment, independently of the inflammatory
cell composition, and the expression level in the rest of
the sinusoidal cells. On days 3 to 4 pui., lesions wers
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pyogranulomatous and necrotizing with great numbers of
Lizteria and were most severs onday 5 pi. Onday 3 pli.,
at the same time that sinusoidal expression was retuming
to its baszal levels, a marked progressive up-regulation
was detected in portal vessels associated with the pres-
ence of margination, diapedesis and periportal infiltration
of neutrophils and macrophages. Moreover, ICAM-1 was
de novo expressed in the latero-apical cell surface of
biliary epithelial cellz (Figure 2B). This expression in the
portal area was maximum on day 5 p.i; at this time
inflammiation and bacterial burden was maximum in this
crgan. Between days 5 and 8 p.i., pyogranulomatous
cholecystitie and the presence of free and phagocytosed
Listeria in bile ducts were common findings. Expression
of P-zelectin in the liver could be detected incentrilobular
and portal veins and some portal capillaries on day 1 p.i.
and became slightly reduced between days 2 and 3 pi.
However, on days 5 and & p.i. most of the animals had
again marked expression of P-s=lectinin the cenfrilobular
and portal veins and also in capillanies located near or
within inflamad areasz (Figurs 2C). Between days 4 and
8 pid. P-zelectin was markedly expressed in the cyto-
plasm of circulating megakaryocyles in hepatic sinu-
zoids. From day 8 p.i. to the end of the experiment,
lezicns became smaller and populated by a areat pro-
portion of macrophages and lymphocytes. On day 11 poi.
inflammiation was almost absent, hepatocytes were vac-
uclated, and there was extramedullary hematopoietic ac-
tivity with numerous megakaryooytes circulating within
sinuzoids and showing less P-selectin expression. Endo-
thelial P-zelectin expression had disappeared and
ICAM-1 waz at its basal levels with the exception of
zinusoidal cellz adjacent to small granulomas. E-zelactin
was ocnly detected in =ome capillary and venule endothe-
lial cels locatad in inflamed portal areas of the liver of two
animals on days 3 and 4 p.i.

In the spleen, on day 2 pu., inflammatory cells, pre-
dominantly neutrophils and macrophages, were mainly
located in the periarteriolar lymphoid sheath and in red
pulp, with higher presence in the marginal sinus. The
inflammatory lesion was usually accompanied by a vari-
able degres of lymphoid depletion in the periartericlar
Iymphoid sheath. Between days 3 and 5 pi. some ani-
mals showed a necrotizing splenitiz. In these mice, lym-
phoid depletion was almost complete. From day 5 pu. to
the end of the expariment, lesions became more granu-
lomatous, and the lymphocyte population was restored
on day 11 pi. Different degrees of L. monoovtogenes
immuncstaining were always observed in macrophages
and neutrcphils associated with the lesions from day 2
to & pui.

Meither P-selectin nor E-selectin was immunochisto-
chemically detected in splenic endothelial cells from in-
fected animals. Only megakaryocytes and platelets in the
red pulp showed cytoplasmic P-s=lectin expression. On
day 1 p.i, there was an up-regulation of the AN
constitutive expression in the spleen, and some animals
alzn showed positive reaction in some nodular and tra-
becular arteries. Intralesional macrophages and those
within the red pulp also showed ICAM-1 expression in the
cel membrans. Endothelial expression in the red pulp
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Figure 2. Immunchistochemical detection of 1CAM-1 (A, B, O, F, I, J1 Pselecin (G, E, Gl and
reutrophils [HY in animmls infected with £ mosegidopenes. A: ICAM-1 expresscon in the hepatic
sinusoids, with marked intensity around a pyogrnulomatons lescn. B: 10AM-1 de novo expression on
hiliary epithelial cells (asterisk) within an inflamed portal ara. G: Pselectin expression on endothelial
cells [armows) and circulating pltelets (asterisk) in a hepatic central vein adjacent to an inflammatory
infiltrate. Note subendathelial cellular extravasation (armwhesds). Expression of 10AM-1 (D, F) and
P-selectin (E, G) on meningeal vessels befare (D), E) and after (F, G the arrival of inflammatory cells.
Maie in O the ExXpresson of ICAM-1 in the mrningcd conneciive tissue (armowheads). H:lmmunohis
techemistry to detect newtrophils showing the inflammatory pattern in the CMS affecting the subarach-
roid space, especally in the hippocampal suleons (armowheads], intemal meninges (Bmows) and
ventricular compartments (8tar). | Purulent choraiditis in a lateral ventricle showing an intense expres
scn of ICAM-1 on choroid epithelial cells. J: de novo ICAM-1 expression on ependymal cdls of an
animal with vertriculitis. [nflammatory cells are seen in the ventricular lumen. Original magnification,

#*214 (A, O, E I 428 (B, C, F, G, J1: %128 (H} Hematcayin counterstain.

wasz maximal on day 5 p.i., and retumed to baszal levels
on day 11 p.i.

Lymph node lesicns consisted of paracortical pyo-
granulomatous infiltrates associated with bactenal anti-
gen. Although some animals had lezions in the inguinal
and lumbar lymph nodes on day 1 p.i., most were present
from day 2 p.i. through day 8 p.i. P-selactin and 1C4AM-1
but not E-selectin were de novo expressed on the endo-

Table 1. Time Course of Lesions in the CNS of Mice after
SubcutEnesus Inoculation of 5 % L0F Colony-
Forming Units of Viable L monocpiogenes

Days aftar Infection

Lasion 1 2 el 4 5 B 11
Maningitis o6 Of& &B &5 78 &E 26
Ventricultis 6 0/ OB 18 &8 X5 1S
Encephalitie %% adff OB o8 28 &5 36

DCata are number of affecied animals per total.

thelium of some veins in the medullary cords and high
endathelial venules of some animals with lesions. Circu-
lating macrophages in the medullary sinuses also
showed intenze ICAM-1 expression in their membrans.

CMS lesions appeared on day 3 pi. and ware prezent
through experiment. The course of lesions is summarized
in Table 1. As in the liver and spleen, induction and
up-regulation of the studied adhesion molecules were
detected soon after infection. 1CAM-1 was already up-
requlated on day 1 p.i., especially in subarachnoid
venules and capillaries (Figure 20), and was also ex-
pressed in large veins and artericles. Subarachnoid ves-
zels alzo showed de novo F-selectin expression (Figure
2E), which was more intense in the vessels of the hip-
pocampal sulcus. Meningeal connective tissue, espe-
cially in thiz sulcus, also expressed ICAM-1 (Figure 20,
Some parenchymal vesssls, and sinusoidal endathelial
cells in the choroid plexus alzo had faint expression of
P-zelectin,
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This expression pattern remained constant during the
experiment but with less intensity, and only vessels ad-
jacent to inflammation, showed intense CAM-1 and P-
selectin expression from day 3 pi. through the end of the
experiment (Figure 2, Fand G). Lesions first appearad on
day 3 p.i. and consisted of the presence of few inflam-
matory cells, predominantly neatrophils in the subarach-
noid space. Thiz inflammatory infiltrate was always more
prominent in the hippocampal sulcus and hippocampus-
associated internal meninges (Figure 2H). Presence of L.
monocytogenes was associated with theze lesions. At this
time_ a marked overexpression of P-eelectinand 12 AM-1
(Figure 2, G and F) was seen in meningeal venules and
capillaries adjacent to the lesions, as well as, in the cass
of ICAM-1, in the meningeal connective tissus. On day
4 pi., macrophages expressing 1CAM-1 on the cell mem-
brane were prominent in the meningeal lesions and some
cells were in the ventricular lumen causing ventriculitis.
On day 5 p.. expression of ICAM-1 in meninges was
maximal and all of the animals showed an intenss pyo-
granulomatous meningitis with numerous macrophages,
and most of them also suppurative ventriculitis with List-
eriz-laden neutrophils. In most of these animals. ventric-
ulitis was associated with choroiditis and ependymitis,
with necrozis of choroidal and ependymal cells. Animals
with ventriculitis-choroiditis also showed increased ex-
pression of [CAM-1 on the choroid epithelial cells (Figure
21Y and, most, de novo expression on ependymal cells
(Figure 21). Listara-laden neutrophils were detected ad-
hered to [CAM-1-expressing ependymal cells (Figure 2%,
In animals with veniriculitis, expression of ITAM-1 but not
P-zelecting in periventricular vesssls, especially venules,
was clearly up-regulated in association with adhesion
and diapedesis of neutrophils and macrophages. Some
animals, from days 8 to 11 pui., also showed perivascular
accumulaticn of macrophages and neutrophils in the
rombencephalum, with little Lisferda antigen. These ves-
zelz showed intense exprassion of ICAM-1 while the rest
af parenchymal veszels were faintly positive. P-zslectin
expression was not detected in thess inflammatory le-
sions but =ome meningsal and parenchymal vessels,
apparently unrelated to the infiliratz, had a shghtly posi-
tive expression. On day 11 p.i. vascular and epithelial
expression of [I2AM-1 had returned to basal levels and
only faint meningsal expression of ICAM-1 was still
preseant.

As in other argans, E-sslectin expression in the CHS
was detected in few animals (4/47) and few vessels. It
was expressad in some meningsal venules and capillar-
igs in the subarachnoid space of the hippocampal sul-
cuz. On day 5 p.i., exprassion in periventricular capillar-
ies and in sinuscidal endcthelial cells of the choroid
plexus was detected in two animals.

In other organs, consistent lesions were multifocal pyo-
granulomatous adrenalitis (40%) and myocarditis (37%%).
These lesions were most severs and affected most ani-
malz on day 5 p.i. and between days 5 and & p.i, re-
spectively. Betwsen days 5 and 8 p.i. most animals had
pyogranulomatous myocarditis involving atria and ventri-
cles and some alzo showed pyogranulomatous vahalar
endocarditie. In these crgans there was not exprassion of
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zelecting, and the basal expression of ICAM-1 on the
adrenal capillary network and on the endocardium and
myocardial capillaries and venules was clearly up-regu-
lated after infection. Wenules and capillaries adjacent to
inflammatory lesions in the heart had intenss 1CAR-1
exprassion.

Discussion

Thiz report describes the up-regulation of [ICAM-1 and
the de nove exprassion of endothelial E- and F-zelectin
during the course of experimental muring listeriosis. After
an early, generalized expression of endothelial adhesion
malecules in the liver, spleen, and CNE, a further regu-
lation cocurred specitically within areas of inflammation.
The initial generalized up-requlation of 1CAWM-1 expres-
zion and P-zelectin induction in the studied crgans were
already demonstrable on day 1 p.i. At this time, inflam-
matory lesions were not evident, but L. monocvtogenes
was systemically dizseminated as microbiological counts
of blocd, lver, and gpleen revealed. This suggests a
zystemic nonspecific endothelial activation that may al-
low leukooytes to scavenge the organism to find the
inflammatory stimuluz. During  systemic L. manocyfo-
genes infection, the liver and splesn are the major target
crgans for initial bacterial replication and inflammatory
cell recruitrment, especially neutrophils. ™ In the lver, a
marked up-regulation of 1ICAM-1 occurred on day 1 pi.
along all sinuzcidal endathelial cells at the =ame time that
P-zelectin was induced in postsinusoidal and portal veins
but not in the sinusoid. The absence selectin expression
on sinuscidal endothelial cells suggests that these mol-
ecules are not necessary to mediate the “rolling” phe-
nomenon of leukooytes on the sinusoids of the liver. This
is in agresment with other study where P-zslectin was
shown not to be involved in the initial neutrophil seques-
traticn in hepatic sinusoids during endotoxemia. '™ How-
aver, in the same study, P-selectin was critically involved
in neutrophil margination and diapedesis in centrilobular
and portal veins ol mice inoculated with interleukin-1,
endotcxin, or tumor necrosis factor-w. Thus, the high
up-requlation cbserved during our experiment suggests
that sinusoidal [ZAM-1 expression may play a crucial role
in the early migration of neutrophils and macrophages to
the liver. Furthermore, ICAM-1 has besn chown to be
ezsential for the neutrophil-dependent injury of hepato-
cytes seen during endotoxemia in galactosamine-sensi-
tized mice. ' After the extensive ICAM-1 sinuscidal ex-
pression that lasted to day 3 p.i., only sinuscidal up-
regulation surrounding inflammatory lesions and portal
veszelz was detected through the experiment. This more
restricted expression suggests that the organism may
direct and recruit inflammatory cells to those places
where Listeria has been able to survive and multiply. This
expression was maximum on day 5 p.i., when bacterial
replication and inflammation in the ver were most pro-
nounced. Intense periportal inflammation and the pres-
ence of Listara free and wathin inflammatory cells in the
lumen of bile ducts could be ==en at the same time that
expression of 1CAM-1 was induced in biliary epithelial
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cellz, maybe reflecting a mechanism to reduce both
inflammation and bacterial burden from the liver by bile
excretion. It has been shown that during the period of
maximal hepatic bacterial replication in systemic mu-
rine listeriosis, Listeria is eliminated through the biliary
system. '®

Bz in the liver, no expression of any selectin was de-
tected through the experment in splenic red pulp sinu-
soidal cells, and only up-regulation of 1CAM-1 was de-
monstrable. The sinusoidal nature of the vascular system
in the spleen where blood celle are allowed to have
intimate contact with endothelial cells and macrophages
in the marginal sinuses of the red pulp could explain, in
the zame manner that in the liver, the absence of =slectin
expresszion and the no necessity of the selectin-mediated
rolling in this organ. In lymph nodes even though the
immunchistochemical reaction was faint, expression of
both P-gslectin and 1CAM-1 was correlated with leuko-
oyte recruitment to lymph nodes through high endothelial
venules,

CHE involverment is a commoen feature during listeriosis
of humanz and other animal zpeciez.®'" However, nei-
ther the precise mechanism of leukocyte migration
across the blood-brain-barrier nor the signals attracting
leukocytes to the CHS are completely understood . In this
sludy, and a previous report.” the occurrence of CHS
lezionz was a late phenomenon after infection and was
coincident with the onsst of a period of bacleremia. As
previously reported, persistent bacteremia is required for
the invasion of the murine CHS by L manocyfogenss
during experimental murine listeriosis using the intrave-
nous route of infection.® In our experiment, and in the
same way as in the liver and splesn, induction and up-
regulation of P-selectin and 1CAM-1 in the CHNS occurred
on day 1 p.. However, neither inflammation nor Listena
antigen were evident until day 2 p.a., when animals
showed slight pycgranulomatous leptomeningitis associ-
ated with Lisferda antigen. Interestingly, leptomeningeal
inflammation was more evident in the hippocampal sul-
cuz where endothelial P-selectin and ICAM-1 as well as
meningeal [CAM-1 were strikingly up-requlated at the
time lesions appeared. Thiz indicates that both molecules
may play a key role in the recruitment of leukocytes and
development of meningitis during experimental murine
listericsis. Supporting these findings, after intracerebral
lipopolysaccharide (LPS) inoculaticn, neutrophil cuffing
around 1CAM-1-positive vessels in the hippocampal sul-
cus. ™ and P-zelectin expression in almost all veins and
venules in the leptomeninges were chserved.®' Contri-
buticn of endothelial selectins to the development of
meningitis has been shown in a cytokine-induced men-
inaitis model in mice deficient for P- and E-selectin®®
[CAM-1 has also been reported to be critically invalved in
the early phazs of bacterial meningitis in rats after intra-
cistemnal inoculation of pneurmococcal cell wall =™ Expres-
gion of ICAM-1in the subarachnoid connective tizsue has
been previously shown after LFS inoculation of mice and
could contribute to leukocyte adhesion and migration
along the subarachnoid space after vazcular extravasza-
tion.* In our experiment ventriculitisfchoroiditis followed
leptomeningitis and was not associated with P-sslectin

and ICAM-1 expression on the choroid sinuscidal endo-
thelial cells but with the expression of I2AM-1 cn choroi-
dal and ependymal cells. Furthermore, Lisferiz was first
detected in association with meningeal inflammation
whereas choroid plexus did not show any lesion at that
time. Thiz suggests that in this model, inflammatory cells
first enter the subarachnoid space through meningeal
veseels and not through the choroid plesus as it had
been previously suggested.® Similar results regarding
the time-course of CHS inflammation has been previously
reported after intracerebral infection with L. monocyfo-
genes.” Although our results suggest the possible route
taken by leukocytes to reach the subarachnoid space,
the way through which Lisfera amrives to the CHS remains
unclear. It has been suggested that some neurctropic
bacteria gain access to the cerebrospinal fluid (CSF)
through the choroid plexus carried by bacteria-laden
macrophages.®*? In our conditions, it s2ems unlikely that
L. manogyfogenss enters the CHS through the choroid
plexus, sugoesting that probably reaches the CSF
through meningeal vessels. In fact, early lesions atfecting
the ventricular system respected the integrity of the cho-
roidal epithelial cells without apparent inflammatory exo-
cytosis through them, and consisted of an accumulation
of inflammatory cells together with numerous Lisferz in
the ventricles. The time courss and the histopathological
characteristice of the cbserved |esions indicate that the
development of choroiditis could be the consequence of
passive accumulation of Listerds free and within phago-
oytes from the subarachnoid gpace. Furthemore, inflam-
matory cells could reach the ventricular space from
periventricular vessels, which had marked [CAM-1 ex-
pression associated with margination and diapedesis
when ventricular inflammation was present. Constitutive
expression of ICAM-1 on choroid plexus epithelial cells
has been reported to function as a costimulatory maole-
cule in antigen presentation and to maintain the proper
scavenger function of epiplexus cells **“F Intense inflam-
mation in the CEF could be responzible for the marked
up-regulation of ICAM-1 epithelial expression onthe cho-
roid plexus as well as the induction on some ependymal
cellz promoting the adhesion of leukocytes helping them
to move along the ventricles to scavenge their surface.

As the CHS, the heart was a commonly affected organ
during the late phasze of the infection. Endothelial expres-
zion of [ICAM-1 seems to be involved in the development
of myocardial inflammatory infiltrates, which could play
an important role on mortality during systemic murine
lizteriozis,

In summary, strong up-regulation of P-selectin and
ICAM-1 occurs during the course of experimental murine
listeriosiz. This expression iz correlated with leukocyte
recruitment during murine listeriosis, especialy to the
liver and CMS. Expression of P-zelectin and up-regulation
of IZAM-1 in meningeal vessels, especially in those lo-
cated in the hippocampal sulcus, associated with the
initial meningeal inflammation sugoest that leukooytes
probakly reach the CHS through these vessels during
experimental murine listericsis. Additional studies are
nezded to find cut the route taken by L. monocytogenas to
anter the CHE,
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Nentrophils are the main inHammatory cell present in lesions involving the central nervans spstem (CNS)
during human and murine listerivsis. In this study, administration of the newtrophil-depleting monoclonal
antibody REA-8CS during experimental murine listeriosis Facilitated the multiplication of Liverie monocpte
gomes in the CNS, These dats supgest that neatrophils play a key role in eliminating bacteria that pain access
1o the CNS compartment. In addition, we provide evidence that their migration into the CNS may be necessary
for the snbsequent recrnitment of macrophages and activated lymphocyles,

Experimental murine lisieriosis has long served as a general
misdel for the stody of cellular immuoniy w intracellolar bac-
terin (14) and as an animal model for human liseriosis (1, 3
12, 143, The early stages of liseriosis are characierized by a
rapid influx of neatrophils and macrophages inwo the Tver and
the spleen, which are the orgars where lisweriae are trapped
during sysemic infection (14). The role of neowrophils in the

early resistance of mice w Lissecis moeecpageees infection has
been sudied using the antigramlocyie monoclonal antibody
(MAL) RBS-8035. Administration of this MAb renders mice
severely neatropenic for 2w 3 days alier inocalation (3, 16
173 Neurrophils were found to play a eritical role in redocing
the bacterial barden in the Iver and spleen doring the frse 3
daws postinfection (PL) (2, 4-7, 11, 16, 17, Neotropenic mice
die rapidly afier incenlation with a sublethal dose of L moee-
owteigenes, due o massive bacterial multiplication in varions
orgars, especially in the liver and spleen.

Central nervous system (CNS) involvement is a common
featnre of homan listeriosis that accoonms for the high monaliy
rate and neurological seqoelae reporned o cocur in infecred
human beings (107, Neotrophils are the main inflammarory cell
present in hisiopathological sections from the (NS lesions
{ie.. meningitis, ventriculitis and chomiditis, and rhombsen
cephalitis) that can develop doring the course of human or
experimental murine listeriosis (1, 3, 10, 13, 15}, However, the
role of neutrophils in the developmem or prevention of these
CNS lesions s not well onderstond. CNS imvalvement occurs
late after infection and has been reported w be highly depen
denton the level and duration of baceeremia (3. Bacieremia in
turn is indoced by rapid bacierial moliplication in the liver and
the spleen (33, A mpid infm of neatrophils ino the subarach
noid space, alter the arrival of L mossowogenes in the CNS
compartment, has been reported. This polyvmorphonoclear leu-
kooyte recroitment process has been relaved o the enhanced
expression of adhesion molecoles (ie., P-selectin and inercel-

* Correspomding anthor. Mailing adddress: Histolagia @ Anatomia
.|I-.-I-u|.1| Procluccions Armimals, Faculjat
-.Ia. sterimiinia, Universitzt Autbnema de Barcelona, (2153 Bellaterrs,
Barcekina Phone: 3435811420, Fax: 34335813142 E-mail:
.-‘nlha.rl-.-.l'n.i.m.'-'r.{u.;.|L|h.a.h
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Inlar adhesion malecale 1 [ICAM-1]) in subarachnoid venoles
{13). Recmited neotrophils are thought o contribue o the
elimination of L. mossoriogenes, although thay also could be
imvolved in the development of progressive brain injory via the
rekease of harmful mediaors,

Toelucidate the ole of neotrophils in the pathogenesis of
CME lesions during experimental murine lisieriosis, we de-
pleted mice of newmophils ot a tme when they had almeady
emigrated imo the liver and spleen but before CNS lesions
became evident. To do this, & o 12-weck-old femalke CD1
mice {Chares River Laboratories, Indianapolis, Ind.) were
inoculated subcotanecusly in the lombar sone with 100 CFLU of
viable L. mamooyageees srain BGD. Ar &0 or 8k PI mice
were given an incraperitoneal injection of 230 pg of the RBA
BC5 MAb. Control mice were injected intraperitoneally with
rat immuonoglobulin G irstead of the RBS-8C5 MAb, Wright-
stnined blcd smears were prepared w verily newrophil de-
plation. Groops of mice wene killed by halothane overdosz on
days 2, 4, 5, 6 and & PL. Samples of liver, spleen, and brain
tissue were removed, homegenized, and plated on blood agar
tovestimate vishle bacterial cooms. In addiion, blood collecred
from the vena cava was also plaed 1o detect bacieremia. For
histopathological evaluation, organ samples were removed,
fixed in 10% buffered formalin, and processed by rodtine pro-
cedures. Bacierial conmis were analyzed nsing one-way analy-
ses of varanoe. Tukey's wesis were usad w0 esiablish post hoo
dilferences among different treatments for each da 1y PLL

As previously reported, adminisration of the RES8C3
MAD o L mewmooptogener-infecisd mice signiicantly increased
bacterial coons in the liver and spleen (Tabe 1), Mice inoc-
tlated with this nentrophil-depleting anvibody ar 60 h PIwere
unable to eliminate the lineriae rom their livers and spleens
Mice so reaed died or were eothanised becanse of their
morbidity barween days 4 and 6 P1 Mice inoculaced with the
FB6-805 WA at 84 b Pl also exhibited higher bacterial coonts
in the spleen and liver than did control animals, althoogh these
mice seemad beter able w coneol the infzcvion, as reflected
b their progressively decreased bacterial levels unuil the end of
the experiment.

As provioasly reporied (4, 6, 7, 16), histopathological eval-
uation of the lver sections of mice meated with the RR&RCS
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TABLE 1. Effect of REGSCE MAK sdminisiration on the
L. resmiryiopenes baclerial count in the spleoms,
livers, zsmd brains of infected mice

Time of MAb

Menn log,; CFLU of L

Cerys alier RBE-BCS SEM" In:
challange LREAlmEL
th FIf Splezn Liver Pmin
2 — 1.3 =095 G0 = 112 13- 107
2 — il =0 75 = 015 4,09 = 046
bl A= 009 LRI | G20 =0T
5 — HTh = 10 617 = LR 2.0 = 1w
il L - 007 551 =013 4m =05
2 15 =0 TS = AR 442170
[ — = 0.5 r
] = 0.2 105 = p05e
2 a1 = 107 4.07 = 0.4

= Groups of mice were ncculabed with the REESC% MAb ar
subctanesus misciion with L simosysgenes, There were four ammaks per
group.

F—, no MAD cremiment.

* Mean for three mice.

#walue differs significancly (2 = 0.08) from tha for the comrol.

*Value differssignificamly (# == 005 from these forthe concrl and the sih
thEICmEnL group.

MAb ar &0 h PI revealed large areas of hacierial replication
within he patccyies, withowt apparent inflammarcry cell infil-
tration. Splenic lesions in these mice comsisted of a necrotiving
splenitis with a marked lymphoid depletion. Large mimbers of
listzriae conld be seen mainly locaed wnder the splenic cap-
sole, as well as around splenic blood wessels. These severe
lesions persisted through the end of the experiment. Hepatic
lesions in animals inocolaged with the RE&ECS MAb a1 84 h
PT exhibited small areas of bacterial meplication with foci of
granulomatous inflammation. On day 3 PLwo animals of this
group had lesions consisting almest entirely of foci of heavily
infzcted hepatocyies with a pancity of inflammatory cells
These mice displayed less severe pyogranolomatous splenic
lesions than mice that received the RBG-B8C5 MAb ar 60 h FL
Thos, in oor experimental model, newrrophils seem o be
essantial for limiting listerial multplication in the liver and the
spleen during the frst 4 days of experimenial liseriosis. Afer
day 4 P1, acqoired resistance may be sufficient 1w allow RB6&
HC5 MAb-treated mice 1o sorvive, althongh they are not as
clhicient @ control mice in limiting bacterial growth. Two of
eight mice inoculated with the RBG-BCS MADR in the presem
sty developed hepatic and splenic lesions with signs of unr
controlled bacterial growth, This Onding snggesis that these
mice were unahle 1o coneml the infection belore administra-
tion of the newtrophil-depleting RRGRCS MAb, Eficienly
reducing the listerial barden in the liver and the spleen doring
the first 4 days of infeaion & likely 1o be cmcial for the
development of a prowective adaptive immuone response.
Bacteremia has been previously reponed to be reqoined for
irvasion of the CNS doring experimental murine lstericsis (3],
Bacteremia lasied through the end of the experiment (day 6
PLi in the RB&-BCS MAb-treated groops (667 + 085 and
2RR & 1A log,, CFU/mI, in the groop depleed of neocrophils
at 60 arel &4 h PL respectively), whereas it was resolved alier
day 4 PLin the comrol group. Consistent with the prolonged
bacieremia, CMNE lesioms ware more mimerous in the REGSCS
MAb-treated groups of mice. OF the mice inocolated with the
RB6-805 MADR ar 60and 8 h PL 55 and 507 respectively, had
CNE lesions, compared o 16% of the controls. In addition o

INFECT. IsMLUN,

the increasad frequency of CM3 lesions in the RB&-SC5 MAR
treated mice, siriking differences berween the hiswpatholg
cal appearance of CN% lesioms in RBG-8C5 MAb-veaad mice
and thar of CNS lesions in conmol mice were also observed.
Typical lesioms in control mice consisted of pyogranolomatons
meningitis with few intralesional bacieria, By contrast, mwo
dilferent lesiomal paterns were ound in RRG-BCS MAb-inoc-
ulated mice. Lesions observed at 36 h afier RBG-BCS MAD
rreatment consisted of large nombers of bacteria in the lepio-
meninges, with few inflammatory cells. Curioosly, in all these
cases, free lsteriae were located mainly in the meningeal tissne
ol the choroid velom over the fourth ventricle (Fig. 13 the
choroid plexus was not aflected. In contrast 1© a recent repor
of large nombers of neatrophils associated with subarachnoid
vessels in the hippocampal sulens doring experimenial morine
listeriosis (13), we chserved only a few inflammatory cells, or
listeriae, in the snharachnoid space in RB&SC5 MAb-treated
mice. On days 5 and 6 PL o animals in each RB&8CS
MAb-treated groop had mild CNS lesions similar w those of
conerol mice. T hese consisted of mild mononuclear me ningitis
without visible intralesional bacteria. Most of the inflammatory
cells seen inflrating the snbarachnoid companment of RB&
RS MAb-inocolated mice had the hiswological appearance of
immatore cells of the myelomonocytic lineage, These cells
stnined dimly positive by immunoh&ochemistry (data not
shown) for the neutrophil differentiation antigen 74 (12). Be-
carse the RB&ECS MAb specifically binds 1w and depletes
matnre neatrophils (4], it is not surprising thar immamre cells
of the myelomonceyic lineage were releasad from the bone
marrow inw the hloodstream. These immatore cells wonld be
expectad whave less bactericidal capability, resolting in pooner
conterol of bacterial growth in the sobarachnoid space.

Am unexpected resolt of our study was that large nombers of
listeriae were recovered from the brains of RBG-8CS MAR-
rreated mice on day 4 P withoom any evidence of CNS lesioms,
We suggest thar this meflecis a greater level of bacieremia,
resulting from the inability of RB&SCS MAb-treated mice o
restrict listerial moltiplicavion in the livers amd the spleens and
their impaired ahility 1 clear listeriae once they reached the
CNE. Imracellular lseriae were observed within circolating
macrophages in hlood smears from all the reatment groops,

-

FIG. 1. large amounts of & simooaspees [ocared m che meningeal isue
fonming the chorld velm ower the iunh venericle 3 h aher RB3-ACS MAD
trearment (armwheads). The smplke was Gam simned. Magnificnlon, =425
(origiml magnification, =51).

48



Articulos publicados

Wil 6F, 2

Forthemmore, and as previoosly meporied (9, lisieriage were
cocasionally observed within circolating newrrophils in blood
smears from conrol animals. Although L moeocsogenes can
gain aceess 10 the CNS comparment within phagoeyic cells (3,
®, 0,15}, in vitro studies have also shown thar Lo mowoowegenes
can imvade and muli ply within microvascalar endothe lial cells
{181, We speculate that the depletion of bleod neurrophils in
RBG-8C5 MAR-treated mice allowed more listeriae w cirmlate
freely in the bloodsream, perhaps facilivating endothelial i
wasion and mu ki plication within the brain compartment, lead-
ing in turn o lesion development.

The significance of oor observation of large mumbers of
extracellolar gram-positive rods in the rool of the Toanh ver
tricle is nnknown. The concomitant presence of inflammatory
cells in the subarachnoid space, rther than at the site where
mist of the lisieriae were present, suggests thar L. monocyo-
geney and inflammatory cells may otilize different mechanisms
1o reach the CNS. Some of os recently reporied that the arrival
aof inflammatory cells in the subarachnoid space is related 1o
the increassed expression of P-selectin and TCAM-1 in sub-
arachnoid vessels, especially those locaed in the hippocampal
sulens (131, In the present study, we observed no significan
diference in the endothelial expresion of Pselectin and
TCAM-1 by RB&-BCS MAb-created mice, compared o that of
coftt ol mice (data not shown), In the absence of neatrophilks,
other indammarory cells, with the exceprion of a few immarture
mvelomonocytic cells, were not detected in the subarachnoid
space. This inding soggess that the migration of neatrophils
iney the brain is a prereqoiite for the sobseqoent recriiment
ol macrophages and activated kmphooytes. Deficient macro-
phage recroiment to other organs doring experimental morine
listerinsis in nencrophil-de pleted mice has been reporiad pre-
vionsly (4, 5, 16).

In conclusion, the administration of the neumophil-deple-
ing RPA-2CS MAD doring experimental morine lisieriosis en
hanced the muliplication of L seseoopogenes and lesion for-
mation in the CNS af infected mice. These daa indicace that
nentrophils ane cracial for preventing the access or muliplica-
tion of L mowpowogeees in the CNS compariment. Further-
more, the initial emigration of neatrophils ino the CNS may
b necessany for the subseqnent recmitment of macrophages
and activated mphoovtes.

This work was supported by the Comisidn Inferdepariamental de
Cienciay Tecnologia (CICY” I1 AGFYEC0Z-02, and by Furids from ihe
L5 Department of Agriculture and ihe School of Veterinary Medi-
cine of the University of Wiscansin—adison.
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Discusién

En este trabajo, hemos desarrollado técnicas inmunohistoquimicas para la deteccion
de las moléculas de adhesion endotelial E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en tejidos
de ratén fijados en formol e incluidos en parafina. La estandarizacion de estas
técnicas ha sido llevada a cabo mediante la caracterizacion de su expresion en
ratones normales y en un modelo de activacién endotelial por lipopolisacarido
bacteriano (LPS). Gracias a la utilizacién de esta técnicas, hemos caracterizado la
expresion de las moléculas de adhesion P-selectina, E-selectina e ICAM-1 durante
el curso de la listeriosis murina experimental por via subcutanea. El estudio
cronologico de la expresion de estas moléculas in situ, junto a la caracterizacion
histopatoldgica y microbiolégica de la infeccidn, nos ha permitido estudiar el papel
que juegan en el reclutamiento leucocitario a los érganos diana, especialmente al
sistema nervioso central. Adicionalmente, se han dilucidado algunos aspectos
relativos a la importancia de los neutrdfilos en el control y la eliminacion de Listeria

monocytogenes en el sistema nervioso central.

El estudio de la expresion de E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en diferentes
modelos experimentales de infeccion e inflamacién ha sido llevado a cabo
tradicionalmente en muestras congeladas (Dustin y col, 1986; Fries y col, 1993; Kuzu
y col, 1993; Gotsch y col, 1994; Henseleit y col, 1996, ). Si bien esta técnica tiene la
ventaja de una mejor conservacion antigénica, era necesaria la puesta a punto de
una técnica inmunohistoquimica que permitiera detectar la expresion de E, P-
selectina e ICAM-1 en tejidos de ratdn fijados en formol, e incluidos en parafina;
hecho que permite una mejor resolucion morfoldgica y una visualizacibn mas precisa
de la localizacién de esta moléculas y su posible asociacién a las lesiones presentes
en los organos estudiados. Adicionalmente, la utilizacion de estas técnicas permiten
la realizaciéon de estudios retrospectivos. Con objeto de poner a punto éstas
técnicas, se estandarizo la expresion de estas moléculas en ratones normales y en
ratones sometidos a un modelo de activacion endotelial mediante la inyeccion

sistémica de LPS.

E-selectina no fue detectada en los animales normales en ninguno de los érganos

estudiados. La ausencia de expresion constitutiva de E-selectina ha sido descrita
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previamente en estudios in vitro e in vivo tanto utilizando técnicas de biologia
molecular como mediante técnicas inmunohistoquimicas en tejidos congelados.
Unicamente, tras activacion endotelial, E-selectina es rapidamente sintetizada y
expresada de forma transitoria en el endotelio (Bevilacqua y col 1987, Fries y col,
1993, Henseleit y col, 1996; Neumann y col, 1996).

Es nuestro modelo de activacion endotelial, E-selectina fue principalmente detectada
en la superficie endotelial de vénulas pero también en capilares, arteriolas y en
grandes vasos de la mayoria de organos estudiados, con la excepcién del
parénquima nervioso y las células endoteliales de los sinusoides hepaticos.

La expresion de E-selectina in vivo ha sido previamente estudiada en tejidos
congelados humanos y animales siendo los resultados variables posiblemente
debido a las diferentes condiciones en las que fue investigada. En un modelo de
activacion endotelial similar al utilizado en nuestro trabajo, la expresion de E-
selectina fue detectada en vénulas del pulmén, riidn y corazén de ratones
inoculados con LPS (Fries y col, 1993). Neumann y col., describen la expresion de
E-selectina en vasos pulmonares pero no en el riidn ni en el higado tras
estimulacién con TNF-a (Neumann y col, 1996). Adicionalmente, la expresién de E-
selectina ha sido también descrita en vénulas de la dermis, de la mucosa y
submucosa intestinal y en los capilares glomerulares renales en diferentes modelos
de inflamacién (Cotran y Pober, 1989; Munro y col, 1989; Bruijn y Dinklo, 1993;
Nakamura y col, 1993; Silber y col, 1994).

En nuestro modelo, algunos vasos meningeos y células sinusoidales hepaticas
mostraron un patron de expresion diferente caracterizado por la presencia de una
reaccion puntiforme débil en el interior del citoplasma. La deteccidon de E-selectina
en esta localizacion podria corresponder al compartimento lisosomal, descrito
recientemente, donde E-selectina es rapidamente internalizada tras su expresion en

la membrana celular (Kuijpers y col, 1994).

ICAM-1fue detectada de forma constitutiva en células endoteliales - principalmente
en vasos de mediano calibre y capilares- de todos los 6rganos estudiados tal y como
ha sido descrito en tejidos congelados en la especie humana (Dustin y col, 1986;
Kuzu y col, 1993; Kang y col,1996). Tras la activacion por LPS, en nuestros
experimentos ICAM-1 se sobreexpresé de manera evidente, tanto en lo relativo a la

intensidad de la inmunotincion como en lo referente a la cantidad de vasos reactivos.
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Ademas de la expresion endotelial de ICAM-1, y como ha sido ya descrito por otros
autores, ICAM-1 fue también detectada en células epiteliales de los plexos
coroideos, queratinocitos basales, células epiteliales pulmonares y en foliculos
linfoides de los érganos linfoides secundarios (Dustin y col, 1986; Koopman y col,
1991; Silber y col, 1994; Bell y Perry, 1995; Kang y col, 1996; Steffen y col, 1996).

La expresion de P-selectina en tejidos humanos in vitro e in vivo , ha sido descrita en
los corpusculos de Weibel-Palade de células endoteliales, en plaquetas y en
megacariocitos (McEver y col, 1989). En nuestros experimentos, P-selectina fue
detectada en megacariocitos y en plaquetas circulantes de ratones control pero no
en el endotelio de los diferentes 6rganos estudiados. Sin embargo, la expresion de
P-selectina en la superficie endotelial fue claramente detectada tras la infeccién por
L. monocytogenes. Este hecho sugiere que el epitopo de P-selectina reconocido por
el anticuerpo utilizado en nuestro trabajo esta probablemente enmascarado cuando
la molécula se encuentra en el interior de los corpusculos de Weibel-Palade de la
célula endotelial (Coughlan y col, 1994). Es conocido que P-selectina se halla pre-
formada en los corpusculos de Weibel-Palade de las células endoteliales y que, tras
la activacion del endotelio, es rapidamente transportada a la superficie celular,
localizacion funcional de la molécula (McEver y col, 1989). Es en esta localizacion
donde P-selectina parece ser detectada por el anticuerpo utilizado en nuestro

trabajo.

En resumen, los resultados obtenidos mediante la deteccion de la expresion de E-
selectina, P-selectina e ICAM-1 en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina
estan en concordancia con los resultados obtenidos previamente por otros autores
en tejidos congelados. Sin embargo, gracias a la mejor preservacion de la morfologia
tisular, la utilizacion de esta técnica permite una localizacion mas precisa de la
expresion de estas moléculas, especialmente en el curso de procesos inflamatorios.
Adicionalmente, la disponibilidad de estas técnicas nos ha permitido establecer el
patron de expresion de estas moléculas durante la listeriosis murina experimental,
donde la migracién de neutréfilos y monocitos/macréfagos a los lugares de
multiplicacion bacteriana es esencial en la defensa inicial contra la infeccidn
(MacKaness 1962; Czuprinsky y col, 1994; Conlan, 1997).
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En el modelo murino de listeriosis por via subcutanea, utilizado en nuestro trabajo,
las lesiones tipicas de listeriosis septicémica que afectan al higado, bazo y nédulos
linfaticos comenzaron a ser evidentes hacia el 2° dpi. El desarrollo de estas lesiones
fue precedido el 1°" dpi por la induccién de la expresion endotelial de P-selectina y la
sobre-expresion de ICAM-1 practicamente en todos los 6rganos estudiados. Este
incremento generalizado de la expresién de ambas moléculas refleja posiblemente
un estado de activacion endotelial inespecifico, debido a la diseminacion sistémica
de la bacteria, que permitiria a los leucocitos explorar el organismo en busca del
origen del estimulo inflamatorio. Tras esta primera fase de activaciéon endotelial
inespecifica, la sobre-expresion de ambas moléculas estuvo principalmente asociada

a la presencia de lesiones inflamatorias en los 6rganos diana de la infeccion.

A diferencia de lo observado en el modelo de activacién endotelial por LPS, E-
selectina fue detectada unicamente de forma esporadica en nuestro modelo de
listeriosis murina. La expresion de E-selectina en unicamente un bajo numero de
capilares y vénulas de un reducido numero de animales pudiera ser debida a una
baja sensibilidad de la técnica. Sin embargo, debido al hecho de que pudo ser
detectada en la mayoria de 6rganos en nuestro modelo de estimulacién endotelial
por LPS, la posibilidad de que E-selectina juege un papel menos importante que P-
selectina e ICAM-1 en el reclutamiento de células inflamatorias durante la listeriosis

murina experimental no puede ser descartada.

En el higado, ICAM-1 fue sobreexpresada rapida e intensamente en los sinusoides
hepaticos, en las venas centrolobulillares y, de forma muy débil, en vasos del
espacio porta, al mismo tiempo que P-selectina era expresada en venas y capilares
del espacio porta y también en las venas centrolobulillares. Sin embargo, P-selectina
no fue expresada en ningun momento en los sinusoides hepaticos. Esta misma
distribucion de la expresion de ambas moléculas en el higado ha sido previamente
descrita en un modelo de endotoxemia murino (Essani y col, 1998). De la misma
manera, E-selectina tampoco fue detectada en las células endoteliales de los
sinusoides hepaticos en ninguno de los animales y a diferencia de la P-selectina
unicamente dos animales mostraron una débil expresion en algunos capilares y

vénulas del espacio porta durante los dias tercero y cuarto pi.
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Se acepta generalmente que el contacto inicial de los leucocitos con la célula
endotelial ocurre a través de la interaccion entre moléculas de la familia de las
selectinas y sus ligandos, provocando un fenédmeno de «rolling» y de frenado de los
leucocitos (Cronstein y Weissmann, 1993; Adams y Shaw, 1994; Elangbam vy col,
1997). Sin embargo, la ausencia de expresion de selectinas en las células
sinusoidales en nuestros experimentos refleja posiblemente la falta de necesidad del
fendmeno de «rolling» de los leucocitos en los sinusoides hepaticos. En
concordancia con nuestros resultados, Essani y col, muestran que la utilizacion de
anticuerpos contra P-, L- y E-selectina en un modelo de endotoxemia murino, no
tiene ningun impacto en el numero de PMNN presentes en los sinusoides hepaticos
(Essani y col, 1998). De hecho, ha sido sugerido que en el higado, durante un
proceso inflamatorio, los neutrofilos pueden ser atrapados en el sinusoide hepatico
unicamente de forma mecanica como resultado de un aumento del volumen celular
de las células endoteliales activadas, una constriccidn sinusoidal activa y una
disminuida capacidad deformable del neutréfilo (Essani y col, 1998). Este hecho,
facilita probablemente la interaccion de las integrinas del neutrofilo activado con
ICAM-1 en las células sinusoidales sin necesidad de un contacto previo mediante las
selectinas. Sin embargo, la expresion de P-selectina en el endotelio venoso a nivel
centrolobulillar y portal sugiere que P-selectina contribuye probablemente al
reclutamiento leucocitario en estas localizaciones y no a nivel de los sinusoides.
Apoyando esta interpretacion, Essani y col, muestran en un modelo de endotoxemia,
que la administracion de un anticuerpo anti-P-selectina aunque no reduce el numero
de PMNN en los sinusoides hepaticos si provoca una disminucion de la marginacion
leucocitaria tanto a nivel centrolobulillar como a nivel portal (Essani y col, 1998). En
este mismo modelo, la administracion de una anticuerpo anti-ICAM-1 no previene la
acumulacion de neutréfilos en el sinusoide aunque si el dafo del parénquima
hepatico, sugiriendo que la expresion de ICAM-1 en los sinusoides es necesaria
para la extravasacion de los neutréfilos pero no para su “secuestro” en el espacio
sinusoidal (Essani y col, 1995). Gregory y col., han sugerido que la fuerte expresion
de ICAM-1 en el sinusoide hepatico, que ocurre rapidamente tras la infeccion por
Listeria monocytogenes ,facilita la adhesion de PMNN a las células de Kupffer y la

posterior eliminacion de la Listerias (Gregory y col, 2002).
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Es de destacar que tras la primera fase de expresion de ambas moléculas ocurrida
durante los dos primeros dias post-infeccién, una segunda fase de activacion
endotelial fue observada entre los dias 5-8 pi coincidiendo con el momento de mayor
prevalencia y gravedad de la lesiones hepaticas y cuando los recuentos bacterianos
fueron maximos en este 6rgano. Sin embargo, a diferencia de la primera fase donde
se observd una activacion endotelial generalizada, en esta segunda fase se pudo
observar un aumento de la expresion de P-selectina y una re-localizacion de ICAM-
1 a nivel de los espacios porta claramente asociada a la presencia de infiltrados
inflamatorios periportales. La fuerte expresion de ICAM-1 en los sinusoides quedd
restringida a las zonas adyacentes a las lesiones inflamatorias. Este hecho podria
ser interpretado como un intento del organismo de reclutar las células inflamatorias
de forma mas localizada a esos lugares donde la Listeria ha sido capaz de sobrevivir
y multiplicarse, con el objetivo fundamental de fagocitar y eliminar las bacterias de
una forma mas eficiente. Al mismo tiempo, esta estrategia, evita posiblemente un
dafo hepatico extenso resultado de una posible migracion generalizada hacia el
espacio sinusoidal. Adicionalmente, ICAM-1 fue detectada en la membrana de los
hepatocitos de algunos animales. La expresion de ICAM-1 en hepatocitos infectados
con Listeria monocytogenes ha sido demostrada in vitro, y tiene como consecuencia
un incremento de la adherencia de neutréfilos asociada a un aumento del estrés
oxidativo hacia los hepatocitos (Boury y col, 1995). En consecuencia, la expresion de
ICAM-1 en los hepatocitos infectados con Listeria facilitaria la adhesion de los
neutréfilos y la posterior lisis de la célula infectada permitiendo la exposicion
extracelular de las bacterias, asi como su fagocitosis y eliminacion. Adicionalmente,
prevendria la diseminacion de las bacterias a través del parénquima hepatico
(Conlan y North, 1991, 1992, 1993, Gregory y col, 1996).

Otro hallazgo relevante en nuestro experimento ha sido la expresion de ICAM-1 en el
epitelio biliar coincidiendo con la presencia de colecistitis piogranulomatosas y de
listerias libres y/o fagocitadas en los conductos biliares. Durante la infeccion por
Listeria monocytogenes, y coincidiendo con el periodo de maxima multiplicacion
bacteriana, Listeria es eliminada por la via entero-hepatica a través del sistema biliar
(Briones y col, 1992). Esta observacion sugiere que ICAM-1 contribuye
probablemente a la eliminacion de la Listeria por la via entero-hepatica facilitando el

paso de neutrdéfilos y macréfagos a través del epitelio biliar.
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En resumen, en la fase inicial de la listeriosis murina experimental, los leucocitos son
reclutados en el higado posiblemente por dos vias migratorias diferentes, una via
selectina-independiente a través del sistema sinusoidal hepatico y otra, siguiendo el
mecanismo clasico donde la interaccion previa mediada por P-selectina seguida de
una interaccion firme mediada por ICAM-1 permite la extravasacion de los leucocitos
a nivel post-sinusoidal y del espacio porta. Es de destacar que la maxima expresion
de ambas moléculas en el espacio porta ocurre entre el 4° y 5° dpi, coincidiendo con
la disminucion de la expresion de ICAM-1 en el sinusoide y con la presencia de
numerosos macrofagos en las lesiones inflamatorias. Esta observacion sugiere que
los PMNN que acceden al higado en la fase inicial de la infeccion son
probablemente reclutados a través del sistema sinusoidal, permitiendo una llegada
rapida a los focos de infeccidén; por el contrario, los monocitos/macréfagos son
reclutados principalmente a nivel del espacio porta gracias a la fuerte expresion

endotelial de P-selectina e ICAM-1.

De la misma forma que en el higado, la ausencia de expresion tanto de P- como de
E-selectina en el bazo, sugiere que debido al caracter sinusoidal de la circulacién en
este organo, donde las células circulantes estan en intimo contacto con células
endoteliales y macréfagos de la zona marginal de la pulpa blanca, el fenédmeno de
“rolling” mediado por las selectinas es probablemente innecesario. Sin embargo, no
se puede descartar la presencia de otras moléculas como L-selectina, la cual esta
involucrada en la migracién de linfocitos a los linfonodos a través de las vénulas de
endotelio alto (VEA) (Girard y Springer, 1995).

La sobre-expresion - rapidamente tras la infecciéon- de ICAM-1 en la zona marginal
de la pulpa blanca y su expresién “de novo” en las arteriolas centrales y
trabeculares, junto a la posterior presencia de la mayoria de las lesiones en estas
localizaciones (zona marginal y en la vaina linfoide periarteriolar), sugiere que ICAM-
1 participa de forma importante en el reclutamiento leucocitario en éste érgano,
especialmente en la zona marginal de la pulpa blanca. De hecho, debido a las
caracteristicas de la vascularizacion esplénica, es en esta localizacion donde se
produce el primer contacto entre la sangre y el parénquima esplénico.

Adicionalmente, es en esta localizacion donde Listeria puede acceder a la pulpa
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blanca posiblemente vehiculadas en el interior de macrofagos o libremente gracias a

su capacidad de transmision intracelular (Conlan,1996).

En los linfonodos, tal y como ha sido descrito previamente (Marco y col, 1991), las
lesiones de caracter piogranulomatoso asociadas a la presencia de Listeria se
localizaron principalmente en la zona paracortical de los nddulos linfaticos. Estas
lesiones estuvieron acompanadas de la expresion de P-selectina e ICAM-1 en el
endotelio de las VEA. El hecho de que unicamente los linfonodos con presencia de
linfadenitis mostraran expresion de P-selectina e ICAM-1 en las VEA sugiere que
ambas moléculas contribuyen probablemente al reclutamiento de células
inflamatorias, especialmente PMNN, a través de este endotelio altamente
especializado. Ha sido previamente sugerido que tras una infeccion sistémica,
Listeria monocytogenes llegaria a la zona paracortical de los nodulos linfaticos
posiblemente vehiculada en el interior de fagocitos siguiendo la via de migracion
normal de estas células a éstos érganos (Marco y col, 1991). Probablemente, la
llegada y la posterior multiplicacion de Listeria monocytogenes en esta zona induce
la expresidn de P-selectina e ICAM-1 en las VEA favoreciendo asi el reclutamiento
de células inflamatorias hacia el linfonodo afectado. Este hecho explicaria la

ausencia de expresion de ambas moléculas en linfonodos no lesionados.

El sistema nervioso central es un érgano comunmente afectado durante el curso de
la listeriosis en la especie humana y también en otras especies, siendo responsable
de la alta mortalidad y de la presencia de posibles secuelas en los individuos
afectados (Gray y Killinger, 1966; Farber y Peterkin, 1991; Schuchat y col, 1991).
Cuando el SNC esta afectado, las meningitis y meningoencefalitis purulentas son las
lesiones mas frecuentes en la listeriosis humana. Aunque con mucha menor
incidencia, la presencia de abscesos en el tronco del encéfalo y/o cerebritis sin
afecccion meningea han sido también descritos (Mylonakis y col, 1998). Sin
embargo, los mecanismos y vias de migracion de los leucocitos a través de la
barrera hemato-encefalica, asi como la via de entrada de la bacteria al SNC durante

la listeriosis no han sido completamente elucidados.
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En este estudio, y como ha sido previamente descrito por otros autores utilizando la
via de inoculacién subcutanea (Prats y col, 1992), la aparicién de lesiones nerviosas
fue un fendmeno relativamente “tardio” tras la infeccién que coincidié con el periodo
de maxima replicacién bacteriana en el higado y bazo y con un periodo de
bacteriemia alrededor del 3° dpi. De hecho, la bacteriemia es probablemente debida
a la liberacion de listerias a la circulacion desde las lesiones inflamatorias hepato-
esplénicas con intensa replicacion bacteriana (Prats y col, 1992; Berche, 1995). De
la misma forma que por la via subcutanea, cuando es utilizada la via de infeccion
intravenosa, la presencia de bacteriemia persistente parece ser también un evento

necesario para el acceso de Listeria monocytogenes al SNC (Berche, 1995).

Como ocurrio en el resto de los 6rganos estudiados, rapidamente tras la infeccion y
previamente a la aparicion de lesiones nerviosas, se observo una induccion y una
sobre-regulacion generalizada de la expresion de P-selectina e ICAM-1 en el SNC.
La expresion de ambas moléculas fue especialmente intensa en vénulas del espacio
subaracnoideo y especialmente en aquellas situadas a nivel del surco del
hipocampo. Sin embargo, esta expresion inicial no estuvo relacionada ni con la

presencia de lesiones ni con la presencia de Listeria.

En el SNC, las primeras lesiones consistieron principalmente en una leptomeningitis
purulenta/piogranulomatosa asociada a la presencia variable de listerias. Es de
destacar que la reaccion inflamatoria estuvo localizada principalmente en el espacio
subaracnoideo situado a nivel del surco del hipocampo, localizacion donde la
expresion endotelial de P-selectina e ICAM-1 era mas intensa. Paralelamente, el
infiltrado inflamatorio estuvo también relacionado con la expresion intensa de ICAM-
1 en las meninges. Estas observaciones sugieren que tanto P-selectina como ICAM-
1 participan en el reclutamiento de PMNN y monocitos/macréfagos hacia el espacio
subaracnoideo durante la listeriosis murina experimental. Resultados similares han
sido descritos tras la inyeccidén intracraneal de LPS, donde los PMNN fueron
unicamente observados alrededor de vasos localizados en la fisura del hipocampo,
los cuales presentaron una fuerte expresiéon de ICAM-1 (Bell y Perry, 1995). De la
misma manera, una fuerte induccion de la expresion de P-selectina ocurre en
practicamente todas las vénulas leptomeningeas (Gotsch y col, 1994). La

contribuciéon de las selectinas al reclutamiento de células inflamatorias hacia el LCR
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ha sido mostrada en un modelo de meningitis inducida por citocinas en ratones
deficientes en E- y P-selectina (Tang y col, 1996). La importancia de ICAM-1 en el
reclutamiento leucocitario inicial en el SNC ha sido también demostrado en un
modelo de meningitis en ratas (Weber y col, 1995). Adicionalmente, se ha sugerido
que la expresion de ICAM-1 en las leptomeninges puede promover la migracién de
los leucocitos a lo largo del sistema ventricular de una manera eficiente (Endo y col,
1998).

Resultados similares en cuanto al patron de distribucion lesional han sido descritos
tras la inoculacioén intracerebral de Listeria monocytogenes (Seebach y col, 1995) y
en un modelo de meningitis inducida por citocinas (Tang y col, 1996). En estos
estudios, PMNN y macrofagos fueron detectados en primera instancia en las
meninges provocando una gran exudacion hacia el LCR. Este hecho, reafirma la
hipotesis de que la ruta de llegada de las células inflamatorias al SNC esta
posiblemente relacionada con la expresiéon de P-selectina e ICAM-1en los vasos del
espacio subaracnoideo observados en nuestro modelo, y que esta via de entrada es
probablemente independientemente de la via de entrada de la Listeria a éste
organo. Adicionalmente, la presencia de ventriculitis y coroiditis en nuestro modelo
fue un fendmeno posterior a la inflamacién meningea y no estuvo relacionada con la
expresion de P-selectina e ICAM-1 en el endotelio de los plexos coroideos,
indicando que las células inflamatorias llegan al SNC principalmente a nivel de los
vasos subaracnoideos y no a través del endotelio fenestrado de los plexos coroideos
como ha sido sugerido previamente (Prats y col, 1992). Sin embargo, esta hipotesis

no descarta la posible llegada de Listeria monocytogenes al SNC por otras vias.

A este respecto, dos mecanismos diferentes de acceso de Listeria monocytogenes al
SNC han sido sugeridos. El primero postula que Listeria monocytogenes, libre en la
sangre como consecuencia de su liberacion a la circulacion desde el higado y bazo,
podria adherirse y penetrar directamente en el endotelio de la barrera hemato-
encefalica. La capacidad de Listeria monocytogenes para penetrar y multiplicarse en
células endoteliales de la microcirculacién cerebral ha sido demostrada in vitro
(Wilson y Drevets, 1998). Alternativamente, la segunda hipotesis sugiere que Listeria
podria acceder al SNC vehiculada pasivamente en el interior de fagocitos (Drevets y

col, 1995, Drevets, 1999; Drevets, 2001). De hecho, este mecanismo ha sido
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demostrado en otras infecciones bacterianas del SNC como la meningitis porcina por
Streptococcus suis (Williams y Blakemore, 1990). Ha sido sugerido que el endotelio
fenestrado del plexo coroideo es quizas la via de entrada de diferentes bacterias
neurotropicas al liquido cefalorraquideo vehiculadas por células fagocitarias
(Williams y Blakemore, 1990; Prats y col, 1992). Sin embargo, en nuestro modelo,
este hecho parece improbable ya que la presencia de coroiditis/ventriculitis fue un
fendmeno posterior a la presencia de meningitis. Adicionalmente, en las lesiones
iniciales observadas a nivel ventricular, las células epiteliales de los plexos coroideos
permanecieron intactas y no se observo exocitosis celular a través del epitelio. En
concreto, las lesiones consistieron en una acumulacion de gran numero de células
inflamatorias en el espacio ventricular - especialmente PMNN- vy la presencia de
numerosas listerias libres y en el interior de fagocitos. Estos resultados sugieren que
el desarrollo de coroiditis es probablemente consecuencia de a la acumulacion
pasiva en el espacio ventricular de células inflamatorios provenientes del espacio
subaracnoideo. Adicionalmente, la fuerte expresion de ICAM-1 en los vasos
periventriculares asociada con imagenes de marginacion celular y diapedesis
sugiere que estos vasos contribuyen también al reclutamiento inflamatorio hacia el
ventriculo. La fuerte sobre-regulaciéon de ICAM-1 en las células epiteliales coroideas
y en las células ependimarias observadas en nuestro trabajo han sido también
descrita en otros modelos inflamatorios del SNC (Deckert-Schluter y col, 1994;
Steffen y col, 1996; Endo y col, 1998). Probablemente, la induccion de ICAM-1 a lo
largo de la superficie ventricular contribuye, de la misma manera que en la meninge,
a mantener las células fagocitarias debidamente adheridas, favoreciendo de esta
manera la migracion hacia los focos de infeccion. Ha sido también sugerido que la
expresion de ICAM-1 en el epitelio coroideo tiene una funcion co-estimulatoria
durante la presentacién antigénica y de activacion de las células epipléxicas (Steffen
y col, 1996).

En resumen, en nuestro modelo, tras la infeccidon por Listeria monocytogenes, la
aparicion de lesiones nerviosas coincide con un periodo de bacteriemia. Las lesiones
iniciales consisten en una leptomeningitis purulenta asociada a la fuerte expresion
endotelial de P-selectina e ICAM-1 en vénulas del espacio subaracnoideo,
especialmente en aquellas situadas en la fisura del hipocampo. La afluencia masiva

de PMNN al espacio subaracnoideo provoca la acumulacion pasiva de células
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inflamatorias y de listerias en los ventriculos provocando el desarrollo de coroiditis.
La presencia de ventriculitis y coroiditis purulentas esta acompafnada de una fuerte
expresion de ICAM1 en las células epiteliales del plexo coroideo y células
ependimarias, hecho que permite posiblemente a los leucocitos “rastrear’ la
superficie ventricular en busca de la bacteria. Adicionalmente, las células
inflamatorias pueden acceder al ventriculo a partir de los vasos periventriculares, los

cuales muestran también una fuerte expresion endotelial de ICAM-1.

Los PMNN son las principales células que acceden al SNC durante la listeriosis
murina experimental (Prats y col, 1992; Berche, 1995; Altimira y col, 1999). En
nuestro trabajo, adicionalmente a la identificacion morfoldgica, la presencia de
PMNN fue corroborada inmunohistoquimicamente mediante la utilizacién del
anticuerpo F7/4 (Hirsch y col, 1983). Aunque la fuerte presencia de PMNN en el
espacio subaracnoideo contribuye probablemente a la eliminacion de Listeria
monocytogenes, la secrecion de mediadores inflamatorios y/o toxicos por parte de
los PMNN puede contribuir también al establecimiento de lesiones progresivas del

parénquima cerebral.

Adicionalmente, aunque son los monocitos/macréfagos las células que han sido
tradicionalmente consideradas como células potencialmente capaces de vehicular
listerias en su interior y colaborar a la diseminacion de la bacteria (Berche, 1995), el
examen de frotis sanguineos de los animales infectados en nuestro modelo muestra
también la presencia de PMNN circulantes vehiculando listerias. Recientemente,
Drevets ha mostrado que Listeria es capaz de circular en el torrente sanguineo de
forma libre y en el interior de macrofagos y de PMNN y que la capacidad invasora
del SNC es mayor cuando las listerias son vehiculadas en el interior de fagocitos
(Drevets , 1999).

En nuestro ultimo trabajo, la deplecién de la poblacién de neutréfilos mediante la
utilizacién del anticuerpo RB6-8C5 a 2.5 y 3.5 dpi estuvo correlacionada con un
aumento de los recuentos sanguineos de Listeria monocytogenes y con la presencia
de una bacteriemia persistente. Este aumento de la carga bacteriana en la
circulacién sanguinea fue consecuencia de una mayor capacidad de replicacién de

la bacteria en los érganos diana de la infeccion especialmente el bazo y el higado
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como muestran los recuentos microbiolégicos. En los érganos de los animales
deplecionados de PMNN mas precozmente, las lesiones consistieron en extensas
areas de parénquima con abundante multiplicacion bacteriana sin la presencia
evidente de reaccion inflamatoria. Sin embargo algunos de los animales
deplecionados en el dia 3.5 pi mostraron una cierta capacidad de contencién de la
replicacion bacteriana en estos organos tal y como mostraron los recuentos
bacterianos, asi como la presencia de una reaccion inflamatoria piogranulomatosa
asociada a la presencia de listerias. El papel critico de los PMNN en la disminucion
de la carga bacteriana en el higado y bazo durante los tres primeros dias
postinfeccion ha sido ampliamente descrito por otros autores mediante la
administracion del anticuerpo RB6-8C5 previamente o rapidamente tras la infeccion
(Rogers y Unanue, 1993; Appelberg y col, 1994; Conlan y North, 1994; Czuprynski y
col, 1994; Rakhmilevich, 1995; Czuprynski y col, 1996; Gregory y col, 1996; Conlan,
1997; ). En nuestro modelo, los PMNN son esenciales para limitar la multiplicaciéon
de Listeria monocytogenes en el higado y bazo durante los 4 primeros dias
postinfeccion. Tras el 4° dpi, la resistencia adquirida es quizas suficiente aunque
mucho menos efectiva que en los animales control. En consecuencia, la disminucién
de la carga bacteriana en el higado y bazo durante los primeros 4 dpi es
probablemente crucial para el desarrollo de una respuesta eficaz durante la

listeriosis murina experimental.

Como ha sido mencionado con anterioridad, una bacteriemia persistente es
necesaria para la invasiéon del SNC durante la listeriosis murina experimental
(Berche, 1995). Coherentemente con la prolongada bacteriemia observada en los
animales deplecionados de PMNN, las lesiones en el SNC fueron mas frecuentes en
estos animales que en los animales control. Sin embargo, en la mayoria de ellos las
lesiones consistieron en la presencia de grandes cantidades de listerias alojadas en
el velo del cuarto ventriculo sin reaccién inflamatoria asociada. Unicamente unas
pocas células de apariencia mononuclear ligeramente positivas al antigeno 7/4 se
observaron en el espacio subaracnoideo de la fisura del hipocampo. El significado
de la presencia de grandes cantidades de Listeria en esta localizacién particular en
varios de los animales deplecionados de PMNN es incierto. Sin embargo, la
presencia de una leve inflamaciénen el espacio subaracnoideo y no en el lugar

donde la mayoria de listerias fueron localizadas sugiere que la via de acceso de los
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leucocitos al SNC es posiblemente independiente de la via de entrada de Listeria
monocytogenes. En este experimento la expresion de moléculas de adhesidn
endotelial P-selectina e ICAM-1 mantuvo el mismo patréon que en el estudio
precedente. A diferencia de los animales control que presentaron una
leptomeningitis purulenta principalmente en la fisura del hipocampo, en los animales
deplecionados de PMNN se observo la presencia de células débilmente positivas al
antigeno 7/4, probablemente células inmaduras de la serie mielomonocitica

liberadas de la médula 6sea.

Es de destacar la ausencia de macrofagos o linfocitos en el SNC de los animales
deplecionados de PMNN. Este hecho sugiere que la migracién inicial de PMNN al
SNC durante la listeriosis murina experimental pudiera ser un pre-requisito para el
posterior reclutamiento de los macréfagos. Este hecho ha sido previamente descrito
en otros érganos durante la listeriosis murina experimental (Conlan y North, 1994;
Rakhmilevich, 1995; Conlan , 1997).

En resumen, nuestras observaciones sugieren que los PMNN tienen una funcion
esencial en la prevencién del acceso y/o la multiplicaciéon de L. monocytogenes en el
SNC y que la migracién inicial de PMNN puede ser necesaria para el reclutamiento

posterior de macréfagos y linfocitos activados al SNC.
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Conclusiones

La expresion de E-selectina e ICAM-1 en tejidos de raton fijados en formol e
incluidos en parafina puede ser detectada mediante la utilizacion de los
anticuerpos monoclonales 10E9.6 (E-selectina) y KAT-1 (ICAM-1),
respectivamente. La distribucidn de la expresién de ambas moléculas en tejidos
de ratén fijados en formol e incluidos en parafina es similar a la previamente

descrita en tejidos congelados.

El anticuerpo policlonal contra P-selectina utilizado en este trabajo permite la
deteccion de P-selectina en el interior de plaquetas, megacariocitos, y en la
membrana plasmatica de las células endoteliales, pero no cuando la molécula se
encuentra en el interior de los corpusculos de Weibel-Palade de la célula
endotelial.

Rapidamente tras la infeccion con Listeria monocytogenes y previamente a la
aparicion de las lesiones, se produce una induccion y sobre-regulacion
generalizada de P-selectina e ICAM-1, respectivamente . Tras esta primera fase
de activacién endotelial inespecifica, la sobre-expresion de ambas moléculas
esta asociada a la presencia de lesiones inflamatorias en los érganos diana de la

infeccion, especialmente higado, érganos linfoides secundarios y SNC.

En el higado, la aparicién de las lesiones inflamatorias esta correlacionada con
la expresién de ICAM-1 en los sinusoides hepaticos y de P-selectina e ICAM-1

en las venas centrolobulillares y en los vasos situados en el espacio porta.

Tras la infeccion por Listeria monocytogenes, la aparicion de lesiones nerviosas
coincide con un periodo de bacteriemia. Las lesiones iniciales consisten en una
leptomeningitis purulenta asociada a una fuerte expresion endotelial de P-
selectina e ICAM-1 en vénulas del espacio subaracnoideo, especialmente en

aquellas situadas en la fisura del hipocampo.

La aparicion de ventriculitis y/o coroiditis purulentas en nuestro modelo es un

fendmeno posterior a la presencia de meningitis y esta asociado a una intensa
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expresion de ICAM-1 las células epiteliales coroideas y en las células
ventriculares, pero no en el endotelio fenestrado de los plexos coroideos. Sin
embargo, numerosos vasos periventriculares muestran una fuerte expresion
endotelial de ICAM-1 asociada a imagenes de diapedesis y extravasacion de

neutrofilos.

La deplecion de neutréfilos inducida mediante la administracion del anticuerpo
monoclonal RB6-8C5 facilita la multiplicacion de Listeria en el bazo e higado de

los animales infectados y provoca una bacteriemia prolongada.

La deplecion de neutréfilos mediante la administracion del anticuerpo
monoclonal RB6-8C5 durante la listeriosis murina experimental facilita la
multiplicacion de Listeria monocytogenes en el SNC pero aparentemente no

previene o interfiere su acceso al encéfalo.
La migracion inicial de neutrofilos al SNC durante la listeriosis murina

experimental parece ser independiente de la via de acceso de Listeria

monocytogenes al encéfalo.
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