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Resumen 

Linfocitos B infectados por Salmonella no mueren por piroptosis como si ocurre con 

macrófagos infectados, esto porque en linfocitos B Salmonella bloquea el ensamblaje del 

inflamasoma NLRC4 a través de la regulación negativa de la transcripción del gen Nlrc4. En 

linfocitos B infectados, la fosforilación de Yap impide su función como co-activador 

transcripcional de la proteína p73, disminuyendo así la transcripción del gen Nlrc4, el 

procesamiento de caspase-1 y la producción de IL-1β.  Los efectores bacterianos involucrados en 

este fenómeno no han sido identificados ni el mecanismo que fosforila al co-activador 

transcripcional Yap. En este trabajo, describimos que el efector de Salmonella SopB promueve la 

activación a PI3K, PDK1 y mTORC2 para activar a Akt y fosforilar a Yap. Además, linfocitos B 

infectados con Salmonella typhimurium producen gran cantidad de IL-10 lo que indica que SopB 

regula el balance inflamación-anti-inflamacion en linfocitos B infectados. Al mismo tiempo 

Salmonella regula xenofagia a través de la activación de mTORC1 para favorecer su sobrevida. 

Consecuentemente, la eliminación del gen Rictor en linfocitos B o de sopB en Salmonella 

favorece un eficiente control de la infección por Salmonella. Todos estos datos sugieren que 

Salmonella a través de SopB favorece su sobrevivencia en linfocitos B regulando negativamente 

la vía NLRC4-Caspasa-1-IL-1β a través de la activación de la vía PI3K-Akt-Yap y regulando 

xenofagia a través de la activación de mTORC1.  
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Abstract 

Salmonella-infected B cells do not go under pyroptosis as it occurs in infected 

macrophages, this because in B cells Salmonella blocks assembling of the NLRC4 

inflammasome by down regulating the expression of Nlrc4 gene. In Salmonella-infected B cells, 

phosphorylation of YAP prevents its function as transcriptional co-activator of p73, thus 

transcription of Nlcr4 gene is downregulated, caspase-1 is not processed and IL-1β production is 

blocked. The bacterial effectors involved in this phenomenon have been not identified neither the 

signaling mechanism that phosphorylate the transcriptional co-activator YAP. In this work, we 

describe that Salmonella effector SopB activates PI3K, PDK1 and mTORC2 to active AKT 

which phosphorylate YAP. Even more, Salmonella-infected B cells produce large amounts of IL-

10. Consequently, conditional deletion of Rictor on B cells or pharmacological inhibition of 

AKT, PDK1 or mTORC1 allows an efficiently control Salmonella infection. All these results 

suggest that Salmonella through SopB favor its survival within B cells by impairing pyroptosis 

via the PI3K-Akt-YAP pathway and by activation mTORC1 to block xenophagy.  
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Introducción 

Salmonella 

Salmonella es un género bacteriano patógeno gram negativo que pertenece a la familia 

Enterobacteriaceae dentro del filo Proteobacteria y es el principal causante de enfermedades 

transmitidas por alimentos a nivel mundial. La infección por este microorganismo puede 

presentarse como una gastroenteritis autolimitante o una infección diseminada (fiebre tifoidea), 

siendo esta última la más peligrosa para la salud del hospedero. La presentación de la enfermedad 

depende del serovar de la bacteria y el organismo infectado, por ejemplo, mientras que en 

humanos Salmonella entérica serovar typhimurium (Salmonella typhimurium) causa un cuadro de 

gastroenteritis, en ratón causa un cuadro de infección diseminada parecido a la fiebre tifoidea por 

lo que es utilizado como modelo de estudio.
1
 En humanos, la fiebre tifoidea resulta 

exclusivamente de la infección por las cepas Salmonella typhi, Salmonella Paratyphi A, B, C y 

Salmonella Sendai siendo el único reservorio. En otras especies animales podemos encontrar 

otros serovares causantes de infecciones tifoidales como Salmonella gallinarum en aves de 

corral, Salmonella choleraesuis en ganado porcino y Salmonella dublin en ganado vacuno.
2
  

La infección se adquiere por la ingestión de alimentos o agua contaminados con materia 

fecal proveniente de personas enfermas; no existen reservorios animales, la principal fuente de la 

infección son los portadores asintomáticos y está altamente relacionado con una pobre higiene, 

carencia de un servicio de agua potable y a un saneamiento inadecuado. Aun cuando la fiebre 

tifoidea ha prácticamente desaparecido de los países industrializados, todavía se mantiene como 

un problema de salud pública serio en algunas regiones asiáticas de la extinta Unión Soviética, el 

sur y sureste asiático, África y Latinoamérica. De acuerdo a estimados recientes, 22 millones de 

casos ocurren cada año causando 216,000 muertes, predominantemente en niños en edad escolar 

y adultos jóvenes. Asia, con 274 casos por cada 100,000 habitantes tiene la más alta tasa de 

incidencia, seguido por el África subsahariana y Latinoamérica con 50 casos por cada 100,000 

habitantes. La mayoría de los pacientes son capaces de infectar durante la primera semana de 

convalecencia, pero el 10% de los pacientes no tratados lo hace hasta tres meses después de la 

infección. Además del 2 al 5% de los pacientes se convierten en portadores permanentes.
3
  

En México, según datos reportados por la Dirección General de Epidemiologia hasta la 

semana veintidós del año 2017 se tenían registrados 23,607 casos de fiebre tifoidea, siendo 
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Tamaulipas el estado con mayor número de casos hasta el momento (5,153) y Durango el estado 

con menos casos registrados (14). Esto, aunado a la aparición de cepas de Salmonella resistentes 

a antibióticos que dificultan el tratamiento y control de la misma, indican que la fiebre tifoidea 

sigue siendo un problema de salud. 

Invasión y diseminación de Salmonella 

Salmonella es adquirida por la ingestión de agua y alimentos contaminados con materia 

fecal. Después de la ingestión, la bacteria sobrevive al pH ácido del estómago, una vez en el 

intestino, Salmonella compite con la microbiota por la colonización del mismo, para ello, 

promueve diferentes procesos como la secreción de IL-22 por parte del hospedero, la 

competencia por hierro y la generación de tetrationato como nuevo aceptor final de electrones.
4, 5

 

Estos procesos le permiten a Salmonella eliminar parte de la flora microbiana y colonizar el 

intestino. Ya colonizado el intestino, penetra el epitelio a través de las células M, las cuales por 

transitosis transportan la bacteria del lumen intestinal a las placas de Peyer del intestino.
6
 

Interesantemente, Salmonella tiene la capacidad de, a través de la inyección de proteínas 

efectoras, promover la transformación de células epiteliales en células M lo que incrementa el 

número de estas células disponibles para el paso de la bacteria.
7
 Además del paso de Salmonella a 

través de las células M se han reportado otros procesos mediante los cuales la bacteria puede 

penetrar el epitelio intestinal. El primero de estos procesos implica la internalización de 

Salmonella por células no fagocíticas, en este caso células epiteliales, el cual es consecuencia de 

una respuesta celular caracterizada por rearreglos del citoesqueleto de actina dependientes de 

Cdc-42 y Rac1. Esta respuesta es el efecto coordinado de una serie de proteínas bacterianas 

traslocadas al citoplasma de la célula hospedera a través de un sistema de secreción tipo tres. 

Estas proteínas llamadas SopB, SopE y SopE2 son las responsables de la entrada de la bacteria y 

presentan redundancia de tal manera que solo una cepa deficiente en las tres proteínas es incapaz 

de entrar a una célula no fagocítica.
8
  

El segundo mecanismo involucra a células dendríticas que expresan el receptor CX3CR1, 

estas extienden sus dendritas a través de las uniones estrechas de las células epiteliales hacia el 

lumen del intestino para ingerir directamente a la bacteria y transportarla a los ganglios 

linfáticos.
9
 Una vez en la submucosa, Salmonella interactúa con células del sistema inmune como 

macrófagos y células dendríticas las cuales fagocitan a la bacteria y la transportan a todo el 
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sistema retículo endotelial favoreciendo su diseminación y la colonización de órganos como 

bazo, medula ósea e importantemente vesícula biliar.
6
 En esta última, a través de la formación de 

una biopelícula y la infección de células epiteliales de la pared de la vesícula se genera un estado 

de portador crónico asintomático que es capaz de excretar bacteria a través de las secreciones 

biliares e infectar a otras personas.
10

  

Por otra parte, la inducción de muerte celular a los macrófagos es importante para la 

diseminación de Salmonella. Se ha demostrado que en etapas tempranas de la infección la 

bacteria induce un tipo de muerte celular  denominado piroptosis a través de la activación de 

caspasa-1 mediante SipB, una proteína efectora de la IPS1.
11

 La muerte celular por piroptosis se 

caracteriza por la fragmentación del DNA, daño en la membrana celular y secreción de IL-1β,
12

 

esto genera un ambiente pro inflamatorio que favorece el arribo de una mayor cantidad de 

macrófagos para ser infectados por Salmonella. Sin embargo se ha reportado que el ambiente 

vacuolar del macrófago promueve la variación fenotípica de Salmonella, por lo que una parte 

entra en un estado de persistencia, y el cual se caracteriza por ser un proceso metabólico no 

replicativo y multi drogoresistente que favorece la generación de un reservorio celular incapaz de 

inducir muerte celular.
13

 

Factores de virulencia de Salmonella 

La habilidad de Salmonella de causar enfermedad está relacionada principalmente con la 

adquisición horizontal de genes de virulencia los cuales se agrupan en regiones denominadas islas 

de patogenicidad, las cuales se definen como un grupo de genes dentro del cromosoma bacteriano 

que codifican determinantes responsables de interacciones especificas con el huésped y son 

requeridos para la virulencia bacteriana en un modelo animal dado. Del balance de muchos de los 

productos de estos genes actuando en el momento y lugar correcto depende la supervivencia de la 

bacteria. Hasta el momento se  han identificado, veintiún islas de patogenicidad de Salmonella 

(IPS) las cuales generalmente tienen un contenido menor de GC (entre 37 y 47 %) que el resto 

del cromosoma (52%) y están normalmente localizados entre genes de tRNAs.
1, 14

 La mayoría de 

las islas de patogenicidad que han sido reportadas últimamente han sido el resultado de análisis 

informáticos y aun se requieren análisis biológicos que permitan definir la función de muchos de 

los genes encontrados. En macrófagos se sabe que los principales factores que activan a las IPSs 
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son la falta de nutrientes y la osmolaridad aunque también se han reportado diferentes factores 

como los niveles de oxígeno, la temperatura, pH ácido y la concentración de cationes.
15  

La IPS1 es la mejor caracterizada de las veintiuno y codifica para un sistema de secreción 

tipo tres,
16

 proteínas efectoras traslocadas a través de este sistema permiten la penetración 

bacteriana de células no fagocíticas, principalmente del epitelio intestinal. La IPS2 al igual que la 

IPS1 codifica para un sistema de secreción tipo tres, el cual es utilizado por Salmonella para la 

translocación de proteínas de la vacuola hacia el citoplasma;
17

 IPS3 e IPS4 codifican para 

proteínas requeridas para el crecimiento y la supervivencia dentro de la célula hospedera. La IPS5 

codifica para una serie de proteínas efectoras involucradas en la enteropatogenesis, 

importantemente SopB la cual es traslocada al citoplasma de la célula por medio del sistema de 

secreción tipo tres, se codifica en la IPS5. SopB es una fosfatasa de inositidos capaz de mediar la 

inflamación y secreción de fluidos en la mucosa intestinal.
18, 19

  

 

Respuesta inmune innata contra Salmonella 

La respuesta inmune innata contra Salmonella se inicia en el epitelio, se ha demostrado 

que la interacción entre la bacteria y las células del epitelio intestinal llevan al encendido de 

diferentes vías de señalización que conllevan a la activación de factores de transcripción como 

NF-κB y AP-1. La activación de estos factores es clave en la activación de mecanismos de 

inflamación que resultan en la secreción de IL-8 el cual es un potente quimioatrayente de 

neutrófilos.
6
  

Después del paso de Salmonella a través del epitelio intestinal esta es fagocitada por 

macrófagos, los cuales se activan inmunológicamente por citocinas y exhiben un marcado 

aumento en su capacidad microbicida, degradativa y secretoria. El reconocimiento de Salmonella 

por el sistema inmune innato es mediado por receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) 

que se unen a moléculas conservadas de microrganismos llamados patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs), siendo los receptores de este tipo más conocidos los receptores 

tipo Toll (TLRs). Salmonella expresa diversos PAMPs siendo los más notables LPS, antígeno Vi, 

flagelina, fimbria, DNA bacteriano y el SSTT.
15

 En el caso de la infección por Salmonella los dos 

TLRs importantes son TLR4 y el TLR5, como se pone en evidencia ya que en ratones que 

carecen de estos receptores se ha observado una mayor susceptibilidad a la infección por 
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Salmonella. TLR4 reconoce al lipopolisacárido mientras que TLR5 reconoce a la flagelina, como 

respuesta a estas moléculas los TLRs activan vías de señalización que llevan a la activación de 

factores de transcripción que resulta en la liberación de citocinas inflamatorias como IL-1β y el 

factor de necrosis tumoral α (TNF-α) lo que favorece el control de la infección por parte de los 

macrófagos.
20

  

Los macrófagos pueden además reconocer a Salmonella a través del receptor intracelular 

NLRC4. Esta proteína (también llamada IPAF) fue identificada en el 2001 como un nuevo 

miembro de la familia de los NLRs.
21, 22

 Como todos los miembros de esta familia, NLRC4 está 

conformado por tres dominios; el dominio CARD (residuos 1-88), el cual interactúa con el 

dominio CARD de caspasa 1, un dominio central NBD (residuos 163-467) y un dominio 

carboxilo final que contiene al menos 13 repetidos ricos en leucina los cuales son los encargados 

del reconocimiento del ligando (residuos 656-1024).
22

  

NLRC4 detecta a flagelina y otras proteínas como Rod que la bacteria transloca de la 

vacuola al citosol de la célula hospedera a través del sistema de secreción tipo tres. El 

reconocimiento de la flagelina por NLRC4 lleva a la activación de caspasa-1 y por ende a muerte 

celular por piroptosis, el cual se caracteriza por fragmentación del DNA, daño en la membrana 

celular y secreción de citocinas como IL-1β e IL-18.
23

   

Inicialmente NLRC4 fue descrito como una molécula con capacidad proapoptotica,
24

 para 

su transcripción participan la familia de factores de transcripción p53, incluidos p53 y p73,
25

 sin 

embargo la transcripción más eficiente de los genes blancos de p73 se produce cuando p73 

heterodimeriza con la proteina proapoptotica YAP y se unen a la región promotora blanco.
26, 27

 

Por otra parte, la regulación negativa de la expresión de los genes blanco de p73/YAP involucra 

la fosforilación de YAP, esto proceso disocia a YAP de p73 y favorece su unión a la proteína 14-

3-3 la cual la transporta hacia el citosol donde es incapaz de llevar a cabo su papel como 

coactivador transcripcional.
28

  

Akt 

Akt es una serina-treonina cinasa que juega un papel central en la proliferación y 

sobrevivencia celular. El gen que codifica para Akt es homologo al oncogen v-akt transducido 

por AKT8, un retrovirus transformante en ratón que fue originalmente descrito en 1977.
29

 Existen 

tres isoformas, Akt1 (PKBα), Akt2 (PKBβ) y Akt3 (PKBγ), todas codificadas por genes 
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independientes y las cuales fueron clonadas y caracterizadas en 1991 por tres grupos de 

investigación independientes.
30

  

Las tres isoformas comparten estructuras similares, un dominio regulatorio N-terminal el 

cual incluye un dominio homologo a plextrina (PH); una región bisagra que conecta al dominio 

PH a un dominio serina/treonina cinasa; y un dominio C-terminal necesario para la inducción y el 

mantenimiento de la actividad de cinasa. Akt1 es expresada ubicuamente en altos niveles. En 

contraste Akt2 es altamente expresada en tejidos sensibles a insulina incluyendo el hígado, 

musculo esquelético y tejido adiposo. Akt3 es expresado principalmente en el cerebro y testículos 

y presenta bajos niveles de expresión en tejido intestinal y tejido muscular.
30

  

La homología estructural entre las diferentes isoformas se extiende al mecanismo de 

activación. Todas las isoformas poseen dominios PH con especificidades similares por inositidos 

fosforilados en la posición D3 (PI3P) productos de la acción de la fosfatidil inositol 3 cinasa 

(PI3K). La familia de proteinas PI3K es una familia de enzimas que fosforilan la posicion D3 de 

los fosfoinositidos. La familia PI3K se divide en tres subfamilias; PI3K de clase I, PI3K de clase 

II y  PI3K de clase III. Solo la subfamilia PI3KI es capaz de producir PIP3 una molecula que 

recluta proteínas con dominios PH a la membrana ceular. PI3K clase I se subdivide a su vez en 

PI3K clase IA y PI3K clase IB. Las proteínas de la familia PI3K clase IA son heterodimeros 

formados por una subunidad catalítica (p110α, p110β o p110δ) y una subunidad regulatoria 

(p85α, p85β or p55γ).
31

 Además de la interacción con PI3P Akt requiere de dos fosforilaciones, 

la primera por la cinasa dependiente de fosfoinositido 1 (PDK1), una cinasa rio abajo de PI3K 

que contiene un dominio PH, la cual fosforila todas las isoformas de Akt en la treonina 308 y que 

es crítica para la activación de Akt.
32

 La segunda fosforilación en una serina en la posición 473, 

por la cinasa mTORC2, es requerida para la activación máxima.
33

 Las tres isoformas de Akt se 

expresan en el linfocito B y sus funciones son al parecer redundantes.
34

 

Los linfocitos B 

Los linfocitos B son células que juegan un papel central en la respuesta inmune 

adaptativa, su principal función es la producción de anticuerpos pero también tiene la capacidad 

de funcionar como célula presentadora de antígenos. Estas células se generan en la medula ósea, 

en este sitio son células inmaduras, cuando las células B egresan de la medula ósea, migran a los 
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órganos linfoides secundarios, como bazo y nódulos linfáticos, donde se diferencian a linfocitos 

B maduros.
35

  

Los linfocitos B maduros en la periferia se dividen principalmente en dos linajes: 

linfocitos B1 y B2. Los linfocitos B1 constituyen aproximadamente el 5% de los linfocitos B de 

bazo y se subdividen en linfocitos B1a y linfocitos B1b. Los linfocitos B1 pueden contribuir a la 

generación de la respuesta de anticuerpos a antígenos T independientes.  

Por otra parte, los linfocitos B2 se subdividen en células precursoras de la zona marginal 

(MZP), linfocitos B de zona marginal (MZ), linfocitos B foliculares I (Fol-I) y linfocitos B 

foliculares II (Fol-II). Los linfocitos B de zona marginal se consideran células con ciertas 

capacidades similares a las de la respuesta inmune innata, ya que se ha observado que son 

capaces de formar fagolisosomas y de eliminar bacteria, además los linfocitos de zona marginal 

transportan antígenos en forma de complejos inmunes y están involucrados en las respuestas T-

dependiente. Por su parte los linfocitos B foliculares son células que poseen un tiempo de vida 

media, están involucrados en las respuestas T-13 dependientes y presentan antígenos de origen 

proteico a los linfocitos T, para generar una respuesta efectora y de memoria.
36

 

 

Antecedentes directos 

Durante la infección por Salmonella, los linfocitos B participan generando anticuerpos en 

contra tanto de antígenos no proteicos, como el antígeno somático O, así como contra antígenos 

proteicos, como proteínas de choque térmico, flagelina y proteínas de la membrana externa 

bacteriana como porinas o la proteína OmpA.
37-39

 Estos anticuerpos contribuyen a la ingestión 

bacteriana vía endocitosis mediada por receptor Fc (FcR) y con ello a una mejor actividad 

bactericida por parte de la célula fagocítica.  

Ensayos in vitro han demostrado que los linfocitos B son capaces de interiorizar a 

Salmonella,
40

 en nuestro laboratorio se ha comprobado que durante la infección in vivo tanto 

linfocitos B1 como B2 se infectan, además se ha demostrado que Salmonella induce su propia 

entrada en los linfocitos B. Este proceso de internalización  es similar al usado por la bacteria 

para infectar células epiteliales del intestino, requiere de la IPS1 y se caracteriza por la inducción 

de un ondulamiento localizado (membrane ruffling), macropinocitosis y la formación de grandes 

fagosomas.
41

 Una vez que la bacteria ha sido interiorizada la vacuola que contiene a Salmonella 

mantiene características endosomales-lisosomales después de la fusión fagolisosomal
42

 y datos 
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obtenidos en el modelo de infección in vivo indican que Salmonella es capaz de permanecer en el 

interior de los linfocitos B hasta 60 días posteriores a la infección.
43

  

Hallazgos de nuestro laboratorio muestran que Salmonella es capaz de modular la 

respuesta inflamatoria en linfocitos B disminuyendo la expresión de NLRC4 lo cual evita la 

maduración eficiente de IL-1β y la citotoxicidad en estas células, favoreciendo su supervivencia, 

persistencia y diseminación en el hospedero. Cuando se analizó la regulación transcripcional de 

NLRC4 se encontró que en linfocitos B infectados por la bacteria había un aumento en la 

fosforilación de YAP, el coactivador necesario para su transcripción.
44

 El mecanismo mediante el 

cual Salmonella está promoviendo la fosforilacion de YAP y modulando la piroptosis requiere 

del sistema de secreción tipo tres codificado por la isla de patogenicidad de Salmonella 1, por lo 

cual nuestra proteína candidata esta entre las proteínas translocadas por este sistema de secreción.  

Bajo condiciones que inducen la transcripción de los genes de la isla de patogenicidad 1 

de Salmonella se encontró un incremento en la expresión de NLRC4, lo cual sugiere que aun 

cuando se requiere del sistema de secreción tipo tres la proteína efectora responsable de la 

disminución en la expresión del NLRC4 no está bajo el control trancripcional de la IPS1. Bajo 

este criterio la proteína que más captó nuestra atención fue la fosfatasa de inositidos SopB, una 

proteína codificada en la isla de patogenicidad de Salmonella 5 y que es translocada desde etapas 

tempranas de la infección hacia el citoplasma de la célula por medio del sistema de secreción tipo 

tres codificado por la IPS1.
19

 En el citosol de la célula esta proteína participa en los rearreglos del 

citoesqueleto que permiten la entrada de la bacteria, esto a través de la interacción con Cdc42 y 

RhoG,
8, 45, 46

 además, mediante la hidrolisis de fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato, el cual es un 

inhibidor de la secreción de cloruros dependiente de Ca
2+

 en células epiteliales, SopB es capaz de 

regular la secreción de fluidos en el epitelio intestinal jugando un papel importante en la 

enteropatogénesis de la infección por Salmonella.
18

  

El uso de mutantes de Salmonella que carecen de la proteína SopB permitió demostrar 

que esta proteína protege a las células epiteliales intestinales de la apoptosis mediante la 

activación sostenida de Akt.
47, 48

 Además mediante el desarrollo de inhibidores de cinasas que 

previenen el crecimiento de patógenos no relacionados como Salmonella typhimurium y 

Mycobacterium tuberculosis y realizando un rastreo con RNAs de interferencia del conjunto de 

cinasas humanas se demostró que el crecimiento bacteriano intracelular es controlado por una red 

de cinasas alrededor de Akt
49

 por lo que sería lógico que en el transcurso de la evolución 
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Salmonella haya adquirido la capacidad de modular los mecanismos de apoptosis que le permitan 

crear un nicho dentro del hospedero.  

Inicialmente se demostró que la activación de Akt por parte de SopB es insensible al 

inhibidor wortmannina y requiere de PDK1 y del complejo Rictor-mTOR, lo cual nos indica que 

esta activación por parte de SopB es independiente de PI3K de clase I,
47

 al realizar un análisis 

más profundo, se observó que la activación de AKT por Salmonella requiere de la modulación, 

por parte de SopB, de una gran cantidad de cinasas del hospedero y que las cinasas requeridas 

para esta activación dependen de la célula infectada.
50

 Los blancos mejor caracterizados de Akt 

son FoxO y Bad los cuales al ser fosforilados se unen a la proteína 14-3-3. A través de 

purificación por afinidad se pudo identificar a la proteína YAP como un sustrato de Akt,
51

 como 

lo mencionamos anteriormente, YAP es requerido como heterodimero con p73 para la eficiente 

transcripción de NLRC4. Una vez que YAP es fosforilado por Akt se uniría a la proteína 14-3-3 

lo que llevaría a la retención de YAP en el citoplasma impidiendo que lleve a cabo su papel como 

coactivador transcripcional. Además, en células transfectadas con una variante de Akt 

constitutivamente activa no se encuentra a la proteína YAP en las regiones promotoras de sus 

genes blanco.
52

  

Dado que la cinasa encargada de la fosforilación de YAP es Akt, la cual anteriormente ha 

sido reportada como una proteína activada por el efector SopB de Salmonella, y para estudiar el 

posible papel de SopB en este proceso de modulación del inflamasoma NLRC4, durante la 

maestria generamos una cepa de Salmonella que carece del gen que codifica para la proteína 

SopB. Esta cepa al infectar linfocitos B es incapaz de bloquear la secreción de IL-1β, lo cual 

correlaciona con el hecho de que esta cepa es incapaz de sobrevivir en el linfocito B, tanto in 

vitro como in vivo, el cual estaría limitando la infección bacteriana en un proceso IL-1β 

dependiente.  
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Justificación 

Salmonella es capaz de sobrevivir en los linfocitos B limitando la respuesta inflamatoria 

mediada por el eje NLRC4-Caspasa-1-IL-1β, sin embargo hasta la fecha se desconocen los 

elementos bacterianos responsables de la modulación de los procesos proinflamatorios que 

favorecerían la permanencia de Salmonella dentro del hospedero, por lo tanto es importante 

estudiar las vías de señalización mediante las cuales la bacteria modula los procesos inflamatorios 

y de supervivencia dentro de estas células para convertirlas en un nicho. 
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Hipótesis 

Salmonella a través del efector SopB activa la via Akt-YAP bloqueando así el eje NLRC4-

Caspasa-1-IL-1β.  
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Objetivos 

Objetivo general 

Analizar la vía de señalización Akt-YAP en linfocitos B infectados con Salmonella typhimurium. 

Objetivos particulares 

1.- Evaluar la activación de Akt en linfocitos B infectados con Salmonella typhimurium. 

2.- Evaluar la fosforilación de YAP en linfocitos B infectados con Salmonella typhimurium. 

3.- Analizar el papel de PI3K de clase I en la activación de Akt en linfocitos B infectados con 

Salmonella typhimurium. 

4.- Evaluar si SopB es suficiente para la activación de la vía Akt-YAP en linfocitos B. 

5.- Evaluar el papel del complejo mTORC2 en la activación de la vía Akt-YAP en linfocitos B 

infectados con Salmonella typhimurium. 

6.- Analizar el eje Caspasa1-IL-1β en linfocitos B infectados con Salmonella typhimurium. 

7.- Evaluar xenofagia en linfocitos B infectados con Salmonella typhimurium.  

 

. 
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Materiales y métodos 

Cepas de ratón. 

En este trabajo se usaron ratones hembras de la cepa BALB/c o de la cepa 

STOCK Cd19
tm1(cre)Cgn

 Rictor
tm1.1Klg

 de 6-8 semanas de edad. La cepa 

STOCK Cd19
tm1(cre)Cgn

 Rictor
tm1.1Klg 

se generó en las instalaciones de la Unidad de Producción y 

Experimentación de Animales de Laboratorio mediante la cruza de las cepas 

STOCK Rictor
tm1.1Klg

/SjmJ y B6.129P2(C)-Cd19
tm1(cre)Cgn

/J.  

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo. 

En este trabajo se utilizaron las cepas Salmonella entérica Serovar Typhimurium (Salmonella 

typhimurium) ATCC 14028 y la cepa Salmonella entérica Serovar Typhimurium (Salmonella 

typhimurium) ATCC 14028 sopB. La cepa Salmonella typhimurium sopB fue generada en 

nuestro laboratorio usando el sistema de recombinación λ Red.
53

 Para los ensayos de infección se 

tomó una colonia en agar Luria Bertani (LB), se creció en 3ml de medio de cultivo LB líquido y 

se creció toda la noche en agitación a 37ºC, al día siguiente se realizó una dilución 1:30 en medio 

LB liquido fresco y el cultivo se continuó hasta una densidad óptica de 0.6 a 540nm, a la cual, la 

bacteria ha alcanzado la fase logarítmica. Esta misma densidad óptica se utilizó para calcular la 

multiplicidad de infección deseada.     

Obtención de células primarias. 

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical, se extrajo el bazo, se disgregó y se 

obtuvo una suspensión celular. Los linfocitos B se purificaron por selección negativa  utilizando 

anticuerpos acoplados a perlas magnéticas (Milteny Biotec). Los linfocitos B purificados se 

resuspendieron en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% 

(RP10)(Gibco). 

Ensayos de infección, invasión y sobrevida. 

1x10
6
 linfocitos B se colocaron en tubos Eppendorf y se infectaron en suspensión con Salmonella 

a las multiplicidades de infección (MDI) indicadas en cada experimento (10, 25 o 50) en 700 µl  

de medio RP10. Después de 30 minutos de contacto célula-bacteria las células fueron lavadas dos 
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veces con PBS-gentamicina (80µg/ml) (Sigma Aldrich) para eliminar los remanentes de bacteria 

extracelular y el cultivo se continuó en medio RP10 fresco suplementado con gentamicina 

(80µg/ml). Para los ensayos de sobrevida bacteriana se trataron los linfocitos B infectados con 

200 µl de PBS-Triton X-100 al 2% (Sigma Aldrich) y el lisado celular se sembró en cajas LB 

agar para recuperar las unidades formadores de colonias (UFCs) 1, 3 y 24 horas post-infección. 

El porcentaje de sobrevida se calculó usando la formula (UFCs a 24h/ UFCs a 1h X 100) y el 

índice de invasión usando la formula (UFCs Δsopb 1h post-infección/UFCs WT 1h post-

infección). 

Plasmidos. 

En este estudio se utilizó el plásmido pcDNA6-sopB el cual tiene clonado el gen sopB de 

Salmonella typhimurium 14028.  

Determinación de citocinas.  

Los niveles de IL-1β, IL-6 e IL-10 en el sobrenadante de los cultivos de linfocitos B infectados se 

cuantificaron mediante el kit de detección por perlas magnéticas Mouse Cytokine Magnetic Bead 

Panel (Milliplex, MCYTOMAG-70K).  

Ensayo de citotoxicidad. 

Linfocitos B fueron infectados a la multiplicidad de infección indicada. 24 horas postinfección la 

citotoxicidad fue determinada por un ensayo de liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) 

(Promega, G1780). El porcentaje de citotoxicidad se calculó usando la siguiente formula: 

porcentaje de liberacion = (liberación experimental de LDH – liberación espontanea de LDH) / 

(liberación máxima de LDH – liberación espontanea de LDH) x 100%. 

Western Blot. 

Proteínas de linfocitos B de cada experimento fueron obtenidas usando el kit NE-PER Protein 

Extraction Reagent kit (Thermo Fisher, 78833) siguiendo las indicaciones de la compañía y 

solubilizadas en amortiguador Laemmli. Las muestras fueron separadas en geles de 

poliacrilamida y transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF). Las 

membranas fueron bloqueadas con albumina de suero bovino (BSA 1%) diluida en amortiguador 
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TBS con 0.1% de Tween por una hora a temperatura ambiente. Despues las membranas se 

incubaron con alguno de los siguientes anticuerpos: anti pAkt S473 (Cell Signaling, 4060S), anti 

pAkt T308 (Cell Signaling, 130385), anti Akt (Santa Cruz Biotechnology, SC-8312), anti pYap 

S127 (Cell Signaling, 4911), anti Yap (Santa Cruz Biotechnology, SC-15407), anti p-p85 Y458 

(Cell Signaling, 4228), anti p85 (Cell Signaling, 4257), anti p110δ (Biolegend, 664902), anti 

caspasa-1 (Abcam, ab108362), anti actina (Santa Cruz Biotechnology, SC-1615), anti LC3B 

(Thermo Scientific, PA1-16930), anti p62 (Cell Signaling, 5114) o anti pS6 S235/236 (Cell 

Signaling, 4885). Las proteinas fueron detectadas por quimioluminiscencia (Promega, W1001) 

usando el Sistema ChemiDoc imaging system (BioRad Laboratories) y analizadas usando el 

software ImageLab (BioRad Laboratories). 

Inmunofluorescencia. 

Linfocitos B de cada experimento fueron fijados con paraformaldehido (4%). Las células fijadas 

se adhirieron a portaobjetos pretratados con poli-L-lisina (Sigma, P-1524) y se permeabilizaron 

con metanol. Una vez permeabilizadas se bloquearon con albumina de suero bovino y se 

incubaron toda la noche a 4
o
C con alguno de los siguientes anticuerpos: anti pAkt S473 (Cell 

Signaling, 4060S), anti pAkt T308 (Cell Signaling, 13038S), anti pYAP S127 (Cell Signaling, 

4911S) o anti-PIP3 (Echelon, Z-P345b). Después de la incubación las células se lavaron y se 

incubaron con un anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo TRITC por una hora a 

temperatura ambiente. Después de la incubación se lavaron los anticuerpos y se incubaron con 

DAPI (Molecular Probes, D1306) para teñir el núcleo. Las imágenes fueron obtenidas usando un 

microscopio confocal Olympus. Las imágenes se analizaron usando el software Image Pro Plus e 

ImageJ (NIH).  

Transfección.  

1x10
6
 células de la línea A20 (ATCC TIB-208) fueron transfectadas con un microgramo del 

plásmido pcDNA6-sopb por electroporación usando el Sistema Amaxa Nucleofector (Lonza, 

Allendale, NJ) siguiendo las indicaciones del fabricante. Después de la transfección las células se 

resuspendieron en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino (10%).   
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Análisis estadístico 

Los datos representan la media ± SD y fueron analizados usando la prueba t de Student o 

ANOVA dependiendo del experimento. Valores de p<0.05 fueron considerados significativos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

Resultados 

Salmonella typhimurium promueve la activación de Akt en linfocitos B infectados. 

Como primer paso decidimos evaluar si, como hipotetizamos, Salmonella promueve la activación 

de Akt en linfocitos B a través del efector SopB. Para ello, infectamos linfocitos B con 

Salmonella typhimurium WT o Salmonella typhimurium ∆sopB y evaluamos la activación de Akt 

mediante western blot (Fig.1A) e inmunofluorescencia (Fig.1C-F)  usando anticuerpos 

específicos dirigidos contra las fosforilaciones en la treonina 308 y la serina 473. En linfocitos B 

infectados con Salmonella typhimurium WT observamos una activación sostenida de Akt desde 

los 5 hasta los 60 minutos post-infección (Fig.1A,C,D), mientras que en aquellos  infectados con 

la cepa ∆sopB no se observa este incremento en la activación de Akt (Fig.1A, E, F) lo cual nos 

indica que SopB es el efector responsable de la activación de Akt en los linfocitos B infectados 

por Salmonella typhimurium.  
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Figura 1.- Salmonella promueve la activación de Akt a través del efector SopB en linfocitos 

B. A) Linfocitos B fueron infectados a una MDI de 50 con Salmonella typhimurium WT o 

Salmonella typhimurium sopB. A los tiempos indicados se extrajo proteína y los niveles de 

pAkt T308 y pAkt S473 se evaluaron por Western Blot. B) Densitometria de la figura A 

mostrando los niveles de expresión de las proteínas pAkt T308 y pAkt S473  relativos a la 

expresión de Akt total y normalizados a la expresión del control (sin infectar). C) Linfocitos B 

fueron infectados a una MDI de 50 con Salmonella typhimurium WT (C, D) o Salmonella 

typhimurium sopB (E, F). A los tiempos indicados las células se fijaron y los niveles de 

expresión de pAkt T308 (C, E) y pAkt S473 (D, F) se evaluaron por microscopia confocal. G) 

Porcentaje de linfocitos B infectados en C, D, E y F que expresan pAkt T308 o pAkt S473. 

*p<0,05 ,**p < 0,01, ***p < 0,001.  
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La fosforilación de YAP en linfocitos B infectados es dependiente de SopB y Akt. 

Una vez que habíamos establecido que a través del efector SopB Salmonella promueve la 

activación de Akt, decidimos evaluar si SopB además era el efector responsable de promover la 

fosforilación de YAP. Siguiendo la misma aproximación experimental que en el objetivo pasado, 

evaluamos la fosforilación de YAP en linfocitos B infectados con Salmonella typhimurium WT o 

Salmonella typhimurium ∆sopB usando un anticuerpo dirigido contra la fosforilación en la serina 

127. Al igual que con la activación de Akt, observamos una fosforilacion sostenida de YAP en 

tiempos tempranos de la infección con Salmonella WT y no en aquellos linfocitos B infectados 

con Salmonella ∆sopB (Fig.2A). De esta manera podemos concluir que SopB promueve la 

fosforilación de YAP probablemente a través de la activación de Akt.  

Para verificar que  efectivamente Akt es la cinasa responsable de la fosforilación de YAP en 

linfocitos B infectados con Salmonella typhiumurium, analizamos la fosforilación de YAP en 

linfocitos B pretratados con el inhibidor de Akt AKT VIII o con el inhibidor de PDK1 

GSK23334470 y después infectados con Salmonella typhimurium WT. Mediante western blot 

pudimos observar que cuando Akt o PDK1 (la cinasa responsable de la fosforilacion de Akt en la 

treonina 308) se encuentran inhibidos farmacológicamente no se observa fosforilación de YAP 

durante la infección (Fig.2C). Esto nos indica que Salmonella requiere de Akt para promover la 

fosforilación de YAP en linfocitos B infectados.    
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Figura 2.-  Akt es responsable de la fosforilación de YAP en linfocitos B infectados por 

Salmonella. A) Linfocitos B fueron infectados a una MDI de 50 con Salmonella typhimurium 

WT o Salmonella typhimurium sopB. A los tiempos indicados se extrajo proteína y los niveles 

de expresión de pYAP S127 se evaluaron por Western Blot. B) Densitometria de la figura A 

mostrando los niveles de expresión de la proteína pYAP S127  relativo a la expresión de YAP 

total y normalizado a la expresión del control (sin infectar). C) Linfocitos B pretratados con los 

inhibidores AKTVIII (2.12 µM) o GSK23334470 (50 µM) fueron infectados con Salmonella 

WT. A los tiempos indicados se extrajo proteína y los niveles de pAkt T308, pAkt S473 y pYAP 

S127 se evaluaron por Western Blot. D) Densitometria de la figura C mostrando los niveles de 

expresión de pAkt T308, pAkt S473 y pYAP S127 relativos a la expresión de Akt total o YAP 

total y normalizados al control (no infectado). *p<0,05,**p < 0,01, ***p < 0,001.  
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Salmonella typhimurium requiere de PI3K clase I para activar a Akt 

La activación de Akt de manera canonica requiere la producción de PIP3 por parte de 

cinasas de inositidos de la familia PI3K.
30

 Se ha reportado que la activación de Akt por parte de 

SopB puede ser o no independiente de PI3K dependiendo de la célula hospedera infectada.
50

 Por 

lo tanto era imperativo analizar si en el linfocito B Salmonella requiere de PI3K para activar a 

Akt. Para ello infectamos linfocitos B pretratados con el inhibidor farmacológico de PI3K 

wortmannina. Mediante western blot observamos que cuando PI3K se encuentra inhibido 

Salmonella es incapaz de promover la activación de Akt (Fig.3A) lo cual implica que Salmonella 

requiere de PI3K para activar a Akt.  

Se ha propuesto que SopB es capaz de activar a PI3K a través de su actividad de fosfatasa 

de inositidos. SopB promueve la acumulación del inositido PIP1 el cual es sustrato de PI3K 

favoreciendo su activación.
54

 Por lo tanto decidimos evaluar la dinámica de activación de PI3K 

en linfocitos B infectados con Salmonella typhimurium. PI3K de clase I en linfocitos B se 

encuentra mayoritariamente formado por el heterodimero p85-p110δ, donde, p85 es la subunidad 

regulatoria y p110δ la subunidad catalítica. Por western blot evaluamos la fosforilación de la 

subunidad p85 y la estabilización de la subunidad p110δ durante la infección por Salmonella así 

como la producción de PIP3 por inmunofluorescencia. Durante la infección por Salmonella 

observamos una fosforilación temprana de la subunidad p85 (5-15 min.) y la estabilización de la 

subunidad p110δ (5-15 min.) (Fig.3C). Además por inmunofluorescencia encontramos un 

incremento en la producción de PIP3 durante la infección con Salmonella (Fig.3E) lo cual 

correlaciona con la fosforilación de la subunidad p85 y la estabilización de la subunidad p110δ. 

Por lo tanto Salmonella promueve la activación de Akt siguiendo una dinámica clásica de 

producción de PIP3.  
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Figura 3. La activación de Akt por Salmonella es dependiente de PI3K clase I. A) Linfocitos 

B pretratados con Wortmannina (0.2 o 1 µM) fueron infectados con Salmonella typhimurium a 

una MDI de 50. A los tiempos indicados se extrajo proteína y la expresión de pAkt T308 y pAkt 

S473 se evaluó por Western Blot. B) Niveles de expresión de pAkt T308 y pAkt S473 relativos a 

la expresión de Akt total y normalizados al control (Sin infectar). C) Linfocitos B fueron 

infectados con Salmonella typhimurium a una MDI de 50, a los tiempos indicados se extrajo 

proteína y la expresión de p-p85 Y458 y p110δ se evaluó por Western Blot. D) Niveles de 

expresión de p-p85 Y458 y p110δ relativos a p85 total y actina respectivamente y normalizados 

al control (Sin infectar). E) Linfocitos B fueron infectados como en C, a los tiempos indicados las 

células se fijaron y la expresión de PIP3 se evaluó por inmunofluorescencia. *p<0,05,**p < 0,01, 

***p < 0,001. 

E 
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SopB es suficiente para la activación de la via Akt-YAP en linfocitos B. 

Una vez que habíamos establecido que Salmonella a través de SopB promueve la 

activación de la vía PI3K-Akt-YAP nos preguntamos si SopB era un factor suficiente para la 

activación de esta vía. Para responder esto contamos con el vector pCDNA6-sopB el cual tiene 

clonado el gen sopB de Salmonella typhimurium 14028. Linfocitos B de la línea celular A20 se 

transfectaron de forma transitoria y a las 24 y 48 horas  post-transfección se evaluó por 

inmunofluorescencia la activación de  la proteína Akt y la fosforilación de YAP. 

24 horas post transfección observamos que Akt se encuentra principalmente fosforilado 

en la treonina 308 (Fig.4A)  mientras que a las 24 horas el balance se inclina más hacia la 

fosforilación en la serina 473 (Fig.4D). YAP se encuentra fosforilado de manera importante 

desde las 24 horas (Fig.4E)  y esta fosforilación se incrementa a las 48 horas (Fig.4F). Además, y 

como ya se ha reportado en la literatura, observamos a YAP fosforilado enriquecido en el 

citoplasma. Estos resultados nos muestran que SopB como proteína es suficiente para promover 

la activación de la via Akt-YAP en linfocitos B.  
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Figura 4. SopB promueve la activación de la via Akt-YAP. Células de la línea celular A20 

fueron transfectadas con el plasmido pcDNA6-sopB. 24 y 48 post-infección se evaluaron por 

microscopia confocal los niveles de expresión de pAkt T308 (A,B), pAkt S473 (C,D) y pYAP 

S127 (E,F). G) Niveles de expresión de pAkt T308, pAkt S473 y pYAP S127 presentados como 

intensidad media de fluorescencia. H) Niveles de correlacion entre SopB-Myc y pAkt T308, pAkt 

S473 y pYAP S127. *p<0,05 ,**p < 0,01, ***p < 0,001.      
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El complejo mTORC2 es indispensable para la activación de la via Akt-YAP y la sobrevida 

de Salmonella en linfocitos B. 

El complejo mTORC2 es responsable de la fosforilación de Akt en la serina 473. Por esta 

razón decidimos analizar si este complejo se requiere para la activación de la vía Akt-YAP en 

linfocitos B infectados por Salmonella. Para ello generamos una cepa de ratón que carece del gen 

Rictor de manera específica en linfocitos B mediante el sistema de recombinación Cre-Lox 

(Fig.5A). Rictor es una proteína de andamiaje que se requiere para el correcto ensamblaje del 

complejo mTORC2, al carecer de esta proteína el complejo no se puede ensamblar. Analizamos 

la activación de Akt y la fosforilacion de YAP en linfocitos B Rictor
-/-

 infectados con Salmonella. 

Mediante western blot observamos que Salmonella es incapaz de activar a Akt y fosforilar a YAP 

durante la infección cuando Rictor no está (Fig.5B). Al analizar si la deficiencia de Rictor tenía 

un impacto en la sobrevida de Salmonella en el linfocito B encontramos que Salmonella es 

eficientemente controlada en linfocitos B que carecen del gen Rictor (Fig.5D) lo cual 

correlaciona con el resultado obtenido por western blot. Por lo tanto Salmonella requiere del 

complejo mTORC2 para activar la vía Akt-YAP y sobrevivir dentro del linfocito B.    
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Figura 5. El complejo mTORC2 es indispensable para la activación de la via Akt-Yap y la 

sobrevida de Salmonella en linfocitos B. A) Electroforesis en gel de agarosa del producto de 

PCR usando como templado ADN obtenido de la cola de cuatro ratones y usando cebadores 

dirigidos contra los genes Cd19 y Rictor. B) Linfocitos B provenientes del ratón 

Cd19
tm1(cre)Cgn

 Rictor
tm1.1Klg

 (Cd19Cre Rictor fx/fx) o STOCK Rictor
tm1.1Klg

/SjmJ (Cd19 Rictor 

fx/fx) fueron infectados con Samonella typhimurium a una MDI de 50, a los tiempos indicados se 

extrajo proteína y los niveles de expresión de pAkt S473 y pYAP S127 se evaluaron por Western 

Blot. C) Densitometria de la figura B mostrando los niveles de expresión de las proteína pAkt 

S473 y pYAP S127 relativos a la expresión de Akt total y YAP total respectivamente y 

normalizados a la expresión del control (sin infectar).D) Linfocitos B fueron infectados como en 

B, a las 1,3 y 24 horas post-infección las células se lisaron y plaquearon en LB agar para 

determinar el número de UFCs. El índice de invasión se calculó usando la siguiente formula 

(UFCs WT 1h/ UFCs Rictor
-/-

 1h). El porcentaje de sobrevida se calculó usando la siguiente 

formula ((UFCs 24h/UFCs 1h) x100). *p<0,05 ,**p < 0,01, ***p < 0,001.         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

SopB regula la activación de caspasa 1 y la secreción de citocinas en linfocitos B 

infectados. 

Una vez que teníamos identificados los elementos bacterianos y celulares responsables de 

la fosforilacion de YAP era necesario analizar la vía caspasa1-IL1β la cual hemos reportados se 

ve afectada por la fosforilacion de YAP. Para ello infectamos linfocitos B con Salmonella 

typhimurium WT o Salmonella typhimurium ∆sopb y analizamos el procesamiento de caspasa-1 y 

la secreción de IL-1β. Encontramos que en linfocitos B infectados con la cepa WT si bien hay un 

procesamiento temprano de caspasa-1 (5-15 min.) este procesamiento no se observa en tiempos 

posteriores (30-60 min) mientras que en linfocitos B infectados con la cepa ∆sopB el 

procesamiento de caspasa-1 se mantiene durante la infección (Fig.6A). Al evaluar la secreción de 

IL-1β en el sobrenadante de estos linfocitos infectados encontramos que Salmonella WT bloquea 

la secreción de IL-1β mientras que en linfocitos B infectados con Salmonella ∆sopB la secreción 

de IL-1β es significativamente mayor (Fig.6D). Caspasa-1 e IL-1β  se han relacionado 

directamente con la inducción de muerte por piroptosis, para analizar este proceso medimos la 

secreción de lactato deshidrogenasa en el sobrenadante de linfocitos infectados. El resultado 

mostro que la secreción de LDH es similar independientemente de si el linfocito B se infecta con 

la cepa WT o ∆sopB (Fig.6C). Además de IL-1β medimos la secreción de IL-6 e IL-10, citocinas 

importantes en el balance inflamatorio del microambiente celular. Encontramos que los linfocitos 

infectados con Salmonella WT secretan menos IL-6 y más IL-10 que aquellos infectados con la 

cepa ∆sopB (Fig.6D). Por lo tanto Salmonella a través de SopB impide el procesamiento de 

caspasa-1 y la secreción de IL-1β e IL-6 mientras que promueve la secreción de IL-10.       
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Figura 6. SopB regula la activación sostenida de caspasa 1 y la secreción de citocinas en 

linfocitos B infectados. A) Linfocitos B fueron infectados con Salmonella typhimurium WT o 

Salmonella typhimurium sopB a una MDI de 50. A los tiempos indicados se extrajo proteína y 

la expresión de la proteína Caspasa-1 se evaluó por Western Blot. B) Niveles de expresión del 

fragmento p20 de la proteína caspasa-1 relativos a la expresión de actina y normalizados a la 

expresión del control (sin infectar). C) Linfocitos B fueron infectados como en A, 24 horas post-

transfección los sobrenadantes se recuperaron y se determinó la liberación de LDH. D) Linfocitos 

B fueron infectados como en A, 24 horas post-transfección los sobrenadantes se recuperaron y se 

determinó la concentración de IL-1β, IL-6 e IL-10. *p<0,05,**p < 0,01, ***p < 0,001.      
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Salmonella bloquea autofagia a través de la activación del complejo mTORC1 como 

mecanismo de sobrevida. 

La autofagia es un proceso catabólico responsable de la degradación autofagosomica y 

lisosomal de componentes citoplasmáticos. Una forma de autofagia denominada xenofagia se ha 

implicado en la degradación de bacterias intracelulares.
55

 El eje PI3K-Akt, la proteína YAP y la 

citocina IL-10 se han reportado como reguladores del proceso de autofagia
56-60

 por lo que 

consideramos importante analizar si Salmonella a través de la activación de la vía Akt-YAP 

estaría bloqueando el proceso autofagico. Para ello infectamos linfocitos B con Salmonella 

typhimurium WT o Salmonella typhimurium ∆sopB y analizamos por western blot a tiempos 

tempranos la expresión de la proteina LC3 la cual está involucrada en el ensamblaje del 

autofagosoma.
61

 Como hipotetizamos, a tiempos tempranos, en linfocitos B infectados con 

Salmonella typhimurium ∆sopB observamos una acumulación y procesamiento a la proteína LC3 

a los 60 minutos, mientras que con la cepa WT no observamos acumulacion de LC3 (Fig.7A). 

Para corroborar si Salmonella es capaz de bloquear autofagia tratamos con rapamicina (un 

inductor de autofagia) antes o durante la infección con Salmonella WT y medimos por western 

blot la degradación de la proteína p62 involucrada en el ensamblaje del autofagosoma y en el 

transporte de proteínas marcadas para degradación por autofagia. Independientemente de si la 

rapamicina se añade antes o durante la infección Salmonella bloquea la degradación de la 

proteína p62 (Fig.7C).
62

 Esto nos indica que Salmonella bloquea la autofagia a través del efector 

SopB.  
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Figura 7. Salmonella bloquea autofagia como mecanismo de sobrevida. A) Linfocitos B 

fueron infectados con Salmonella typhimurium WT o Salmonella typhimurium sopb a una 

MDI de 50. A los tiempos indicados se extrajo proteína y la expresión de la proteína LC3B se 

evaluó por Western Blot. B) Densitometria de la figura A mostrando los niveles de expresión 

de la proteína LC3B II relativos a la expresión de actina y normalizados a la expresión del 

control (sin infectar). C) Linfocitos B se infectaron con S.t. WT a una MDI de 50 por 3 horas, 

en la ultima hora se agregó rapamicina (100 nM) al medio, y linfocitos B se pretrataron con 

rapamicina (100 nM) por una hora y después se infectaron con S.t. WT a una MDI de 50 por 

tres horas. Al tiempo indicado post-infección se extrajo proteína y los niveles de expresión de 

las proteínas p62 y pS6 S235/236 se evaluaron por Western Blot. D) Linfocitos B se 

infectaron como en C, 1 y 3 horas post infección las células se lisaron con una solución de 

PBS-Triton X100 y diluciones se plaquearon en agar LB para determinar el número de UFCs. 

El porcentaje de sobrevida se calculó usando la siguiente formula ((UFCs 3h/UFCs 1h)x100). 

E) Niveles de expresión de la proteína p62 relativos a la expresión de actina y normalizados a 

la expresión del control (sin infectar). F) Densitometria de la figura C mostrando los niveles 

de expresión de la proteína pS6 S235/236 relativos a la expresión de actina y normalizados a 

la expresión del control (sin infectar). *p<0,05 ,**p < 0,01, ***p < 0,001.      
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Discusión 

SopB es una fosfatasa de inositidos que tiene un papel importante en la invasión 

celular y enteropatogénesis durante la infección por Salmonella. Además, protege a las células 

epiteliales de la muerte por apoptosis a través de la activación de la cinasa Akt. 
8, 19, 46, 48, 63

 Se 

ha reportado que en células epiteliales, SopB a través de su actividad de fosfatasa de 

inositidos promueve la acumulación de PI(3,4)P2/PI(3,4,5)P3 en la membrana celular, lo cual 

conlleva al reclutamiento de Akt y su activación por PDK1 y mTORC2. En este estudio 

demostramos que durante la infección por Salmonella en linfocitos B primarios SopB 

promueve la acumulación membranal de PI(3,4,5)P3 en un proceso que requiere de PI3K de 

clase I. Al igual que en células epiteliales, Akt requiere de PDK1 y mTORC2 para su 

activación y en este trabajo mostramos que cuando Akt está completamente activado fosforila 

a la proteína YAP. Una vez que YAP es fosforilada es retenida en el citoplasma lo que 

conllevaría a una disminución en la transcripción del gen Nlrc4 y por lo tanto a una reducción 

en la secreción de IL-1β. Sin embargo, es altamente probable que otros procesos celulares se 

vean afectados dado que, como coactivador, YAP juega un papel importante en procesos 

como apoptosis, autofagia y síntesis de microRNAs. 
58, 59, 64

 

Hasta un 30% de los eventos de fosforilación durante la infección por Salmonella han 

sido directamente ligados a SopB, la modulación de estos fenómenos de fosforilación es clave 

para promover la sobrevivencia de Salmonella y de la célula hospedera.
49, 65, 66

 Sin embargo, 

no había sido previamente demostrado que SopB, a traves de Akt promueve la fosforilacion 

de Yap durante la infección por Salmonella. El papel de Akt como la cinasa responsable de la 

fosforilacion de YAP se apoya en el hecho de que la fosforilacion de YAP se encuentra 

disminuida en presencia de inhibidores de Akt, PDK1 o cuando el gen Rictor es eliminado. 

El bloqueo en la producción de IL-1β fue reportado primero por Perez-Lopez.
44

 En 

este estudio nosotros reportamos que el efector bacteriano SopB es el responsable de este 

fenómeno. La secreción de IL-1β y la muerte celular por piroptosis son eventos ligados dado 

que ambos procesos se encuentran rio abajo de la activación de caspasa-1.
67

 En linfocitos B 

infectados con Salmonella typhimurium ΔsopB observamos que la secreción de IL-1β se 

reestablece, sin embargo estas células no mueren por piroptosis. Un fenómeno similar se ha 

observado en neutrófilos infectados con Salmonella. Estas células secretan IL-1β vía 

activación del inflamosoma NLRC4 sin sufrir piroptosis.
68

 Estos resultados apoyan la idea de 

que la piroptosis es un mecanismo independiente de citocinas. En este contexto, Gasdermina 

D ha emergido recientemente como un elemento importante en la inducción de piroptosis. 
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Esta proteína autoregulada es responsable de la muerte por piroptosis y es solo activa cuando 

es procesada por caspasa-1 o caspasa-11. 
69, 70

 Durante la infeccion por Salmonella 

Gasdermina D no sería procesada dado que hay una disminución en la expresión de NLRC4 

lo que impide el procesamiento de caspasa-1. Sin embargo la muerte por piroptosis no se 

observa en linfocitos B infectados con Salmonella typhimurium ΔsopB, lo que sugiere que la 

señalización celular a traves de Akt juega un papel importante en la modulacion de la 

piroptosis en linfocitos B. 

La xenofagia es un proceso celular que elimina patógenos intracelulares.
55

 En células 

epiteliales, los receptores de xenofagia NDP52 y p62 marcan Salmonella que ha sido 

ubiquitinada y la VCS dañada y decorada con Galectina-8. En el primer caso, Salmonella es 

eliminada mientras que en el segundo, la vacuola puede ser marcada para degradación y 

control de la infección o, de manera importante, puede reclutar a la maquinaria de reparación 

membranal lo que conlleva a la sobrevida de la bacteria. 
62, 71-73

 Esto sugiere que la 

interacción entre Salmonella, la VCS y la maquinaria de xenofagia es un proceso altamente 

dinámico de detección y evasión. Además, la infección por Salmonella induce la agregación 

de endomembranas de la célula hospedera, las cuales son digeridas junto con las VCS 

adyacentes de manera ubiquitin-independientes en un fenómeno conocido como agrefagia.
74

 

Nosotros mostramos que en linfocitos B infectados Salmonella bloquea la xenofagia a traves 

de SopB. Salmonella a través de la activación de la vía PI3K-Akt promueve la activación de 

mTORC1 el cual regula de manera negativa los procesos xenofagicos y favorece la sobrevida 

de la bacteria. Además, IL-10 a través de la señalización de IL-10R amplificaría la 

señalización de la vía PI3K-Akt-mTORC1.
57

 Ha sido reportado que los linfocitos B producen 

IL-10 en respuesta a la infección por Salmonella. 
75

 IL-10 es una citocina anti-inflamatoria 

que reduce la capacidad microbicida de los macrófagos y regula la presentación de antígenos 

vía MHC-II. 
76

 Por otro lado, SopB es capaz de reclutar y activar a TRAF6, una ubiquitin-

ligasa responsable de la ubiquitinacion de STAT3.
77

 Esta modificacion post-traduccional 

favorece la fosforilacion y activacion de STAT3. STAT3 es un factor de transcripción 

necesario para la producción de IL-10 en macrofagos, por lo tanto, es posible que SopB-

TRAF6 participen en la producción de IL-10 en linfocitos B infectados con Salmonella. De 

esta manera, hay un proceso de amplificación que contribuye a evitar el control bacteriano. 

YAP también ha sido implicada en la regulación de la autofagia ya que, como 

coactivador transcripcional, YAP controla un programa genético que lleva a la expresión de 

proteínas que participan en la degradación autofagosomal.
58, 59

 En linfocitos B, Salmonella 
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reside en vacuolas con características endo-lisosomales sin ser degradada.
42

 Es posible, que 

Salmonella no sea degradada por una deficiencia en proteínas responsables de la degradacion 

autofagosomal-lisosomal que requieren a YAP para ser eficientemente transcritas. Estos 

blancos genéticos de YAP son aún desconocidos. La no degradacion lisosomal de Salmonella 

en linfocitos B correlaciona con estas células siendo incapaces de usar la vía vacuolar como 

mecanismo alternativo de procesamiento de antígenos para cargar péptidos de Salmonella en 

moléculas del MHC-I.  

En resumen, en este estudio demostramos que en linfocitos B primarios infectados con 

Salmonella SopB lleva a la activación de la vía PI3K-Akt-YAP. Este fenómeno regula la 

producción de citocinas para promover un microambiente anti-inflamatorio y regular de 

manera negativa la xenofagia. Nuestros resultados apoyan la idea de que Salmonella activa 

vías que generan un nicho intracelular amigable para su replicación y sobrevivencia. 
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Fig.8 Salmonella a través de SopB activa la via Akt-YAP para regular la secreción de 

IL-1β. A través de la activación de la vía Akt-YAP Salmonella promueve el secuestro de 

YAP en el citoplasma disminuyendo así la transcripción del gen Nlrc4. NLRC4 es requerido 

para el procesamiento de Caspasa-1 y la secreción de IL-1β. De esta manera Salmonella 

promueve un ambiente anti-inflamatorio que favorece su sobrevida dentro del linfocito B. 

    

 

 

 

 

 

 

Fig.9 Salmonella a través de SopB estaría regulando vías de señalización que favorecen 

su sobrevivencia dentro del linfocito B. 1) A través de la activación de la via Akt-YAP 

Salmonella promueve el secuestro de YAP en citoplasma disminuyendo asi la transcripción 

de sus genes blancos como Nlrc4 y proteasas necesarias para la secreción de citocinas y la 

degradación autofagosomal respectivamente. 2) A través de la activación de la via PI3K-Akt-

mTORC1 Salmonella regula negativamente la xenofagia. 3)  A través de la secreción de IL-

10 Salmonella promueve un ambiente anti-inflamatorio y regula negativamente la xenofagia 

amplificando la vía Akt-mTORC1. 



59 
 

Conclusión 

Salmonella a través de SopB activa vías de señalización como Akt-YAP que promueven un 

ambiente anti-inflamatorio y evitan el control bacteriano. 
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Perspectivas 

Analizar en linfocitos B el papel del complejo mTORC1 en la infección por Salmonella. 

Evaluar las características de la vacuola que contiene a Salmonella en el linfocito B. 

Evaluar potenciales blancos transcripcionales de YAP que participan en la degradación 

autofagosomal. 

Evaluar el mecanismo mediante el cual Salmonella promueve la secreción de IL-10. 
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