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1. Introduccion

El género Borrelia fue nombrado en honor a su descubridor, el bidlogo francés Amédée
Borrel (1867-1936). Las borrelias son miembros de un filum de las eubacterias que
comprende a las espiroquetas. Las espiroquetas no estdn muy relacionadas con otras
bacterias Gram-positivas o Gram-negativas. Recientemente, el género Borrelia ha sido
renombrado como Borreliella en taxonomia bacteriana, pero todavia no es empleada de

forma habitual en la literatura cientifica.

Como otras espiroquetas, las borrelia tienen como caracteristicas morfoldgicas: una

forma de hélice, y entre la membrana interna y la pared externa tienen un flagelo

periplasmatico. (Fig. 1 y Fig. 2).

Figura 1. Microscopia electronica de barrido (SEM). Esta imagen revela algunas de las caracteristicas
ultraestructurales exhibidas por dos bacterias Leptospira interrogans, cepa-RGA, de forma espiral. Estas
dos espiroquetas estaban unidas a un filtro de 0,2 pm. La cepa RGA fue aislada en 1915, por Uhlenhuth y
Fromme, de la sangre de un soldado en Bélgica. Public Health Image Library (PHIL), ID #1220. Dominio
publico.



Flagella Outer membrane Protoplasmic cylinder

OOOOOOOOOOOOECAOOOOOOOOOOCOOOOBO OO

2

DOO00OO0

COOOOOOOCOOCIT FOOOOOEOO0O0000C

Flagellum

Figura 2: Esquema anatémico de una espiroqueta, representando su morfologia helicoidal y la
disposicion interna del flagelo periplasmatico. En la parte superior se muestra la estructura general con
sus componentes principales: membrana externa, cilindro protoplasmatico y flagelos. En la parte inferior,
una vista transversal ampliada revela la ubicacion del flagelo dentro del espacio periplasmico, entre la
membrana citoplasmatica y la capa de peptidoglicano. Esta configuracion permite el movimiento en espiral
caracteristico de las espiroquetas. Imagen ilustrativa basada en representaciones anatomicas de espiroquetas

obtenida de Oiseth et al (2025).

La membrana externa es bastante fluida y puede romperse facilmente. A diferencia de las
bacterias Gram-negativas tipicas, las Borrelia no tienen Lipopolisacarido (LPS) en su
membrana externa, la cual es rica en lipoproteinas Osps y BamA. Su longitud es de 30
um y su diametro de 0,25 um. En las figuras 2 y 3 se muestra la estructura de la cubierta
celular en la espiroqueta B. burgdorferi, donde se puede apreciar el organulo responsable
de la motilidad, el flagelo. Este organulo técnicamente se denomina endoflagelo o
filamento axial, y su rotacion coordinada no solo facilita el movimiento helicoidal, sino
que también refuerza la estructura de la célula ante el estrés mecanico. Los filamentos se

anclan en los polos de la bacteria a unos motores flagelares (de 7 a 11 en cada extremo)



que son unas complejas nanomaquinas que se encargan de transforman el potencial
quimiosmotico en fuerza motriz. Asociados a estos motores se encuentran proteinas
capaces de interaccionar con moléculas, atrayentes o repelentes, que van a transmitir estas

sefales ambientales a los motores responsables de la quimiotaxis de la bacteria.
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Figura 3: Esquema de la envoltura celular de Borrelia muestra la membrana externa, los filamentos
flagelares, el peptidoglucano y la membrana citoplasmética interna. La membrana externa contiene
lipoproteinas de superficie externa (Osps) en alta densidad y proteinas de membrana externa con estructura
de barril B, como BamA, en baja densidad. La membrana interna es rica en proteinas integrales de
membrana, muchas de las cuales son transportadores. BbCRASP: proteina adquirente del regulador del
complemento; OppAl: permeasa de oligopeptidos Al; PTS: sistema de fosfotransferencia. Imagen

obtenida de Radolf et al (2012).

Adicionalmente, las Borrelia son bacterias auxodtrofas obligadas, lo que significa que no
pueden sintetizar por si mismas la mayoria de los nutrientes esenciales que necesitan para
vivir. Esto se debe a que carecen de enzimas para realizar el ciclo de Krebs y la
fosforilacion oxidativa. Por ello, dependen por completo del hospedador para obtener la
mayoria de sus nutrientes (aminodacidos, lipidos y cofactores). Su tnica fuente de energia
proviene de la fermentacion de azicares a acido lactico (via de Embden-Meyerhof,

glucolisis).
Existe una gran especificad de asociacion entre las especies de Borrelia y los artrépodos
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que las trasmiten. La transmision de las espiroquetas de un hospedador vertebrado a otro

es dependiente de artropodos hematdfagos.

2. Aspectos clinicos de la infeccion

Las borrelias son conocidas por ser causa de las fiebres recurrentes. Existen varias
especies de Borrelia capaces de producirlas. La aparicion de fiebres recurrentes es un
signo tipico de este tipo de infecciones. Los periodos de fiebre duran 2-3 dias y estan

separados por intervalos de una semana de estar bien (Fig. 4).

Aunque estudios patoldgicos indican que se produce invasion de tejidos durante la
infeccion severa, la fiebre recurrente es principalmente una infeccion de la sangre.Durante
los picos de fiebre, el nimero de borrelias en sangre puede llegar a ser de 108/ml (Fig. 5).
A causa de la gran cantidad de espiroquetas en la fase febril, el diagndstico puede
realizarse mediante la observacion directa de las espiroquetas en una extension de sangre

con tincidon de Giemsa.

Calculos estimativos indican que se necesitan una semana para alcanzar esta densidad de

bacterias partiendo de una sola célula.
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Figura 4: Representacion grafica de la temperatura corporal de fiebres recurrentes a lo largo de las

semanas. Las temperaturas corporales se indican en grados centigrados. Figura de creacion propia.
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Figura S: Patrén de variacion antigénica de la infeccion durante la infeccién de mamiferos con la
espiroqueta de fiebre recurrente, Borrelia hermsii. Durante la fase inicial de la infeccion, se expresa un
serotipo predominante (en este caso, VIp7). Las concentraciones de organismos en la sangre pueden
alcanzar 108 ml~". El primer serotipo es rapidamente eliminado por anticuerpos especificos de serotipo, y
las recaidas posteriores son causadas por espiroquetas que han experimentado variacion antigénica hacia
diferentes serotipos de Vlp o Vsp (por ejemplo, Vsp24 y VIp18). Figura de elaboracion propia basada en
Norris (2006).

Afortunadamente, estas enfermedades pueden tratarse con éxito en cualquiera de sus
estadios utilizando antibidticos de amplio espectro, administrados oralmente, entre los
que figuran la penicilina, la tetraciclina y la eritromicina. No obstante, el tratamiento
antibiotico de las fiebres recurrentes puede desencadenar la Reaccion de Jarisch-
Herxheimer (RJH), una respuesta de tipo inflamatoria, similar a la sepsis, potencialmente
fatal causada por la liberacion masiva de lipoproteinas tras la lisis de un gran niimero de

espiroquetas.



2.1. Enfermedad de Lyme y tropismo de genoespecies

La forma mas epidémica es causada por B. recurrentes que es transmitida por el piojo
Pudiculus humanus. Existe también la Fiebre Recurrente Endémica, causada por otras
especies (p. €j., B. hermsii o B. turicatae) y transmitida por garrapatas blandas del género

Ornithodoros, 1o que amplia el espectro vectorial de las borrelias.

Esta enfermedad se produce en zonas donde hay un gran apifiamiento de gente y las
condiciones sanitarias son deficientes. Brotes de fiebre recurrentes ocurrieron durante la

I y II guerras mundiales, y fueron causa de cientos de miles de muertes.

Otra enfermedad causada por estas espiroquetas es la enfermedad de Lyme, cuyo
principal agente etiologico es B. burgdorferi, que es transmitida por garrapatas del género

Ixodes.

No obstante, en Europa y Asia, la enfermedad de Lyme no es causada por una sola
especie, sino por un conjunto de bacterias denominado Borrelia burgdorferi sensu lato,
que incluye a B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii y B. garinii. Cada una de ellas tiende
a afectar diferentes tejidos, y por ende, producir manifestaciones clinicas diferentes; B.
burgdorferi sensu stricto se asocia mas a manifestaciones articulares (artriticas) en EE.
UU., mientras que B. garinii estd ligada a la neuroborreliosis y B. afzelii a las

manifestaciones cutaneas tardias.

Se trata de una enfermedad infecciosa emergente que se detecté como un brote epidémico
de oligoartritis ocurrido a mediados de los afios 70 del siglo XX en varias zonas rurales
proximas a la ciudad de Lyme (Connecticut, USA) y que afectaba fundamentalmente a
nifios. La enfermedad de Lyme se caracteriza por la aparicion de una lesion en la piel de
color rojo, que se desplaza (erythema migrans) (Fig. 3), en el sitio donde se produjo la
picadura de la garrapata, que posteriormente se va a desplazar a otras localizaciones y va
a ser causa de muy diversas manifestaciones (neuroldgicas, cardioldgicas, dermatologicas
y artriticas). Sin embargo, se pueden producir afecciones articulaciones, corazon y

sistema nervioso central.

2.2 Ciclo de viday diagndstico
Con anterioridad, en 1921, el medico sueco Arvid Afzelius habia descrito el erythema

migrans como una manifestacion clinica posiblemente causada por un agente transmitido



por la garrapata Ixodes reduvius. El nombre de la especie cuasante, B. burgdorferi, fue
puesto en honor a su descubridor Willy Burgdorfer (1982). Contrario a lo que ocurre con
las fiebres recurrentes, la bacteria nunca alcanza concentraciones elevadas en la sangre,

sino que se mantiene en bajos numeros en distintos tejidos donde puede persistir por afos.

Las espiroquetas causantes de la enfermedad de Lyme estan ampliamente distribuidas en
las zonas templadas del hemisferio norte. Asi, en EEUU se diagnostican unos 400.000

casos al afo y en la Union Europea mas de 120.000 casos al afo.

En la figura 6 se muestra el ciclo de vida de B. burgdorferi. Las larvas de las garrapatas
no estan infectadas al eclosionar de los huevos. Parece que solo las garrapatas del género
Ixodes son capaces de mantener a las espiroquetas a través de los diferentes estadios que
las larvas van a experimentar hasta llegar a adultos. La infeccion es adquirida al
alimentarse de los reservorios animales, principalmente ratones del género Peromyscus,
ardillas y pajaros. Estos animales permanecen infectados de forma persistente, pero no

desarrollan signos de inflamacion.
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Figura 6: Los ciclos de vida de Ixodes scapularis y 1a dinAmica de transmision de Borrelia burgdorferi.
Las flechas sélidas indican la progresion entre los estadios de larva, ninfa y adulto. Las flechas discontinuas
sefialan las preferencias de hospedador para cada etapa. Se destaca que la infeccion se adquiere durante las
ingestas de sangre, dada la ausencia de transmision transovarica del patdgeno. Figura obtenida de Kurokawa

et al. (2020).



En el desarrollo de la garrapata, que dura entre 2-4 anos, se distinguen tres estadios: larva,
ninfa y adulto, y cada etapa necesita de una ingesta de sangre para completar su desarrollo.
Desde el punto de vista clinico, la transmision de B. burgdorferi por la garrapata (Ixodes)
requiere un tiempo de adhesion minimo de 24 a 48 horas para que la espiroqueta migre

de su intestino a la glandula salival e infecte al hospedador.

Al eclosionar los huevos, las larvas buscan un hospedador para alimentarse, que
normalmente serdn pequefios mamiferos o pajaros. Es entonces cuando las larvas pueden
resultar infectadas por las espiroquetas. Tras alimentarse, se produce la transformacion
de la larva con seis patas a las ninfas con ocho patas, que se mantienen infectadas por
Borrelia. A continuacion, las ninfas buscan un segundo hospedador para alimentarse,
normalmente animales de tamafio pequefio o medio. Esta etapa vuelve a ser una nueva
oportunidad para que la garrapata sea infectada por la espiroqueta. La fase ninfa, por su
pequeflo tamafo y por su abundancia, es considerada la forma con mayor capacidad de
transmision de las espiroquetas a humanos y animales domésticos. Una vez que las ninfas
se transforman en adultos, estos buscan un animal grande para hacer su tltima ingesta de
sangre. Las garrapatas adultas se consideran poco importantes para la expansion de B.
burgdorferi, ya que se alimentan fundamentalmente sobre animales grandes, como los
ciervos, que son incompetentes para mantener la multiplicacion de la espiroqueta; sin
embargo, son importantes para mantener la poblacion de garrapatas, pues éstas se aparean
sobre €l. Las personas también se consideran hospedadores finales para las garrapatas
adultas, al igual que los perros. Después del apareamiento, las hembras, con sus intestinos
llenos de sangre, se sueltan del hospedador y proceden a depositar los huevos en el suelo,

y poco después mueren.

Estudios serologicos en zonas endémicas indican que las infecciones subclinicas o
asintomaticas en humanos son frecuentes. A pesar de la alta disponibilidad de pruebas
seroldgicas como ELISA y Western Blot para la deteccion de anticuerpos, su utilidad en
el diagnostico temprano es limitada, ya que los anticuerpos tardan semanas en aparecer y
la seropositividad en poblacion asintomatica es frecuente. Por ello, el diagnostico
temprano se basa frecuentemente en la clinica (deteccion del erythema migrans) y el

riesgo de exposicion.



3. Aspectos inmunopatoldgicos de la infeccion por Borrelia

La inmunidad mediada por anticuerpos parece desempefiar un papel critico en la

neutralizacion de la infeccion de estas espiroquetas.

Los mecanismos efectores que actuan sobre las espiroquetas recubiertas por anticuerpo
son el complemento y fagocitos con receptores para C3b y Fc. Se clasifica a B.
burgdorferi como un patdégeno de alta invasividad pero de baja toxicidad (no produce

exotoxinas).

Por otro lado, la gran capacidad de movimiento de las espiroquetas, que pueden moverse
en los tejidos a velocidades de hasta 4 pm por segundo, les permite evadir a los fagocitos

profesionales, que se mueven de una forma relativamente mas lenta.

En el hombre, el reclutamiento de linfocitos T al sitio de infeccion es responsable del
enrojecimiento caracteristico del “erythema migrans” asociado a la infeccion por B.
burgdorferi. Las artritis y carditis en humanos parecen consecuencia de la infiltracion de
monocitos, macroéfagos, neutrofilos y linfocitos a los lugares donde se encuentra la
bacteria. En las fases tardias de la borreliosis, el dafio en los tejidos es un fenémeno de
inmunopatologia, donde la inflamacion cronica del huésped, generada por la persistencia

bacteriana o sus componentes, es la principal responsable de la lesion.

Para diseminarse, B. burgdorferi, se abre camino en la matriz extracelular. Para ello,
aunque no tiene capacidad de producir enzimas degradativas de la matriz extracelular, si
que es capaz de apropiarse de proteasas del hospedador tales como el plasminogeno y su
activador uroquinasa. Este mecanismo de apropiacion permite a la bacteria, que carece
de enzimas propias, degradar la matriz extracelular (MEC) y facilitar la diseminacion

tisular.

También induce la expresion de varias metaloproteinasas por parte de células tanto

fagociticas como no fagociticas.

3.1. La piel como lugar de infeccidn y respuesta inmunitaria
En las infecciones transmitidas por artropodos, como es el caso de la borreliosis de Lyme,
ademas del patdgeno y el hospedador, el resultado de la infeccion también va a depender

de factores asociados al vector, en este caso la garrapata. Ademads, hay que tener en cuenta
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que el patdgeno va a ser depositado en la dermis, un lugar donde el sistema inmunitario

muestra ciertas singularidades.

La garrapata a través de su aparato bucal se ancla a la piel, atravesando la epidermis y
entrando en contacto con la dermis (Fig. 7). Lo primero que hace la garrapata es inyectar
saliva, algunas moléculas sirven para generar una especie de cemento que sirve para fijar
el aparato bucal a la dermis del hospedador. Otras moléculas presentes en la saliva actian
como vasodilatadores, otras favorecen la curaciéon de la herida y también hay

moduladores de la respuesta inmunitaria.

Unas tres horas después de la picadura, se observa una acumulacién importante de
eosinofilos y de mastocitos, que es mayor si la persona ya habia tenido picaduras previas
de garrapatas. A las 24 horas se produce el reclutamiento de neutr6filos, macrofagos y

células dendriticas y se observan reacciones inflamatorias cutaneas.

Borrelia, para sobrevivir a esta respuesta inflamatoria va a expresar una serie de
lipoproteinas, principalmente en la membrana externa, entre las que se encuentra OspC
(outer surface protein C). En ausencia de esta proteina, la bacteria es eliminada antes de
48 horas tras la infeccion. Entre las funciones de esta proteina estan la activacion del
factor de crecimiento del endotelio vascular VEGF (vascular endothelial growth factor),
lo que facilita la diseminacion de la espiroqueta. Ademas, OspC se une al plasminogeno,
lo que le permite a la bacteria degradar la matriz extracelular, favoreciendo su
diseminacion a través de la dermis. Este proceso es la causa del eritema migrans, que se
observa tipicamente en las personas infectadas por Borrelia, que se manifiesta como un
enrojecimiento que se va ampliando de forma circular desde el punto de la picadura a una
velocidad de 1-3 cm por dia, y que dibuja el proceso de diseminacion de la bacteria en la
dermis. El eritema es causado por la respuesta inmunitaria suscitada por la presencia de
la espiroqueta y que es debida fundamentalmente a linfocitos T y células dendriticas
activadas que producen las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 e IFN-y. Este proceso puede

durar desde unos pocos dias a varias semanas.

Sin embargo, Borrelia puede modular la respuesta inmunitaria hacia la sobre-expresion
de IL-10, lo que produce una supresion de la activacion de los macrofagos y una
disminucién de su actividad fagocitica. También se ha visto que, tras su fagocitosis por
monocitos, Borrelia induce la apoptosis de los monocitos, resistiendo asi de ser

eliminada. Por otro lado, Borrelia también disminuye la expresion de moléculas MHC-II
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por parte de las células de Langerhans epidermales y las células dendriticas de la dermis,
lo que va a condicionar la capacidad de presentacion de antigenos de estas células y la

consiguiente activacion de linfocitos T CD4+.
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Figura 7. Respuesta inflamatoria temprana en la piel tras la picadura de una garrapata Ixodes
infectada. La garrapata inicia la alimentacion insertando su aparato bucal y secretando saliva con actividad
litica, mediada por histona H4, que ayuda a formar la cavidad de alimentacion. Su saliva contiene multiples
moléculas antiinflamatorias que inhiben la activacion de queratinocitos, neutréfilos, células dendriticas,
células de Langerhans, mastocitos, macrofagos y linfocitos. Ademas, la proteina salivar Salpl5 se une a
OspC de Borrelia burgdorferi, bloqueando su reconocimiento por TLR2. Sin el efecto inmunosupresor de
la saliva, diversas células cutineas e inmunitarias pueden producir citocinas, péptidos antimicrobianos o
trampas extracelulares (NET) para frenar a Borrelia. No obstante, la espiroqueta evade estas defensas
formando cuerpos redondos, reduciendo la produccion de ROS mediante IL-10, inhibiendo la funciéon de

las células dendriticas y disemindndose hacia otros drganos. Imagen adaptada a partir de Bernard et al
(2020)

3.2. Mecanismos de evasion del sistema del complemento
El sistema del complemento es la primera linea de defensa del sistema inmunitario frente
a la invasion por patdogenos, y estos, principalmente los que crecen de forma extracelular,

han evolucionado sistemas de evasion para contrarrestarlo. En el caso de Borrelia, su
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exposicion al sistema del complemento ya ocurre en la garrapata al tiempo de la ingesta

de sangre.

La activacion del sistema del complemento ocurre a través de tres vias, la via clasica, la
de las lectinas y la alternativa; si bien, las tres confluyen en el punto en el que se genera
la molécula C3b, molécula clave para la activacion del resto de componentes de la cascada
del complemento (Fig. 8). Asi, sobre C3b se depositan los complejos C4b2b y C3Bb, que
conforman las convertasas C5. La rotura de C5 en C5a y C5b desencadena la union
secuencial de los componentes C6, C7 y C8 a C5b. Una vez formado el complejo C5b-8,
varias moléculas del componente C9 se acomplejan para forman el complejo formador
de poro o complejo de ataque (TCC, terminal complement complex). Este complejo es el
responsable de la formacion de poros en la membrana del agente invasor y de producir la

lisis celular.
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Figura 8. Activacion de las diferentes vias del complemento. La imagen resume las tres vias de
activacion del complemento, clasica, de las lectinas y alternativa, y muestra como todas convergen en la
generacion de C3b, punto central de la cascada y clave para la amplificacion de la respuesta y la posterior

formacién del complejo de ataque de membrana. Imagen obtenida de Lambris et al (2008)

La figura 9 muestra el gran nimero de lipoproteinas que posee Borrelia para interferir
con el sistema del complemento y la figura 10, los pasos de la via del complemento en
los que actian inhibiéndola. Algunas de estas bloquean los pasos de iniciacion, como es
BBK2 que inhibe la via clésica al interaccionar con el complejo C1. OspC une C4b e
interfiere con la formacién de la C3-proconvertasa (C4bC2). La espiroqueta también

produce la proteina p43 que inhibe la cascada del complemento al reclutar al factor
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regulador del complemento C4BP. CspA, CspZ y ErpA/P unen a los reguladores FH y

FHL-1, que actiian bloqueando a las convertasas C3 y C5. Borrelia produce al menos

cuatro proteinas que bloquean la formacion del complejo MAC al bloquear la

polimerizacién de C3; sus nombres son CspA, BGA66, BGA71 y proteina similar a
CD59.

%4@

ErpA
7 FH(CCP 19-20)

C3dg/FH/ErpA

Figura 9. Estructuras tridimensionales de proteinas
implicadas en la evasion del complemento por la
espiroqueta causante de la enfermedad de Lyme. Imagen

obtenida de Skare y Garcia (2020)
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Figura 10. Diagrama esquematico de las cascadas del
complemento de los vertebrados y los pasos concretos en
los que interactuan las proteinas anticomplemento de

Borrelia burgdorferi. Imagen obtenida de Lin et al (2020)

4. Biologia de la variacion antigénica

Ya en 1918, Jancso publico que los aislados del primer ataque y de recurrencias diferian

serologicamente.
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B. burgdorferi, el agente etiologico de la enfermedad de Lyme, es capaz de persistir
durante afios en pacientes o animales a pesar de la presencia de una respuesta inmunitaria

activa.

La variacion antigénica es el mecanismo postulado por el que las distintas especies de

Borrelia son capaces de evadir la respuesta inmunitaria en el hospedador mamifero.

El genoma es relativamente pequefio, 1,5 x 10° pares de bases, aunque es uno de los mas
complejos descritos en bacterias. Estd compuesto por un cromosoma lineal de
aproximadamente 1 Mb y 21 plasmidos lineales o circulares, que en conjunto contienen
1780 genes. Un porcentaje significativo de estos genes codifica lipoproteinas. El
cromosoma lineal contiene la mayoria de los genes “housekeeping” y esta relativamente
conservado en todas las bacterias del género. Los plasmidos, que codifican para la
mayoria de las lipoproteinas de la superficie externa, muestran gran variabilidad en

contenido génico en las diferentes cepas y aislados.

Las vias metabolicas de B. burgdorferi son bastante limitadas como consecuencia la
evolucion reduccionista que han experimentado desde la adquisicion de su modo de vida
parésito. La bacteria es auxdtrofa para todos los aminoécidos, nucledtidos y acidos grasos;
carece de genes para las enzimas del ciclo tricarboxilico y la fosforilacion oxidativa. La
energia la obtienen fundamentalmente de la fermentacion de azicares a acido lactico a

través de la via de Embden-Meyerhof (glicolisis).

La variacion antigénica se ha definido como los cambios en la estructura o expresion de
proteinas antigénicas que ocurren durante la infeccion a una frecuencia mayor que la tasa
normal de mutaciéon. Este mecanismo le permite al organismo ir un paso por delante de

la respuesta inmunitaria.

La variacién antigénica se ha definido como los cambios en la estructura o expresion de
proteinas antigénicas que ocurren durante la infeccion a una frecuencia mayor que la tasa
normal de mutacion. Este mecanismo le permite al organismo ir un paso por delante de

la respuesta inmunitaria.

Un mecanismo complejo de variacion antigénica ha sido caracterizado en B. hermsii, un
pariente de B. burgdorferi que causa fiebres recurrentes. Cada ciclo de infeccion (Fig. 5)
es causado por una espiroqueta que produce una forma diferente de lipoproteinas de

superficie Vlp (variable large lipoprotein) o Vsp (variable small lipoprotein). El descenso
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de la parasitemia ocurre cuando el hospedador produce suficientes anticuerpos frente a la
lipoproteina expresada para neutralizar e inducir la eliminacién de la bacteria. Las

variantes VIp/Vsp ocurren a frecuencias que van de 10-3 a 10 por célula y generacion.

B. hermsii, al igual que otras especies del género, tienen un gran nimero de plasmidos,
lineales y circulares, que representan un tercio del tamafo del genoma. En el plasmido
HS1 se ha detectado la presencia de 21 genes vsp y 38 genes vilp que no son expresados,
pues, aunque contienen fases de lectura abierta (ORF) y secuencias de union a ribosoma,
carecen de promotores. Las secuencias de estos genes, y de las proteinas codificadas, son
muy diferentes salvo en laregion 5°. Se han encontrado 59 versiones distintas de los genes
vlp y vls, y se estima que esta coleccion representa casi la totalidad (90%) de todos los
genes de este tipo que posee la bacteria. Estos genes estdn dispuestos juntos en 10
cumulos que contienen de 2 a 14 segmentos de genes cada uno. Adicionalmente, los alelos
vlp se agrupan en cuatro familias principales (a, B, y, 6) segiin su similitud genética (si
dos genes se parecen al menos en un 60%, se clasifican en el mismo grupo). La mayoria
de los alelos vlp y vsp contienen en 5’ una region de homologia de unos 60 pb, llamada
UHS (upstream homology sequence), que comprende los 27 nt de la ORF y la secuencia
situada por encima de la ORF. Dentro de esta secuencia UHS, existen variaciones en dos
nucledtidos centrales que sirven como marcador para ubicar los eventos de
recombinacion. Por debajo de las ORFs se localiza otra region conservada entre los
distintos alelos; esta region consiste en 13 copias de 214 pb, y se denomina secuencia
DHS (downstream homology sequence), y se encuentran intercaladas entre los alelos del
segmento de gen variable. El unico sitio de expresion, que posee una secuencia
promotora, se encuentra en un plasmido lineal de 28 kb llamado 1p28-1 (Fig. 11). Los
procesos de recombinacion, causa de la variabilidad antigénica, se van a producir a través
de procesos de conversion génica que van a sustituir el gen situado en el sitio de expresion
por cualquiera de los otros alelos silenciosos situados en el plasmido HS1. Las secuencias
UHS y DHS parecen las responsables de definir los sitios de inicio y final del proceso de

conversion.
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Figura 11. Mecanismos de variacion antigénica en Borrelia. En Borrelia hermsii, 1a variacion antigénica
se basa principalmente en un proceso de conversion génica. Este mecanismo implica recombinaciones que
utilizan las regiones de homologia UHS y DHS, permitiendo sustituir el gen vlp o vsp presente en el sitio

de expresion por alguno de los alelos silenciosa. Imagen obtenida de Norris (2006)

En el caso del agente causante de la enfermedad de Lyme, B. burgdorferi, se ha descrito
que la variacion antigénica ocurre por un mecanismo que implica una conversion génica
segmental. En esta espiroqueta existe un locus genético llamado secuencia semejante a
vmp (vls) que tiene cierta similitud con el sistema vip/vsp de B. hermsii. Se han
identificado un sitio de expresion de vis (VisE) y 15 "casetes" silentes vis situados sobre
un plasmido lineal de 28 kb, cuyos telomeros estan covalentemente cerrados. Los
"casetes" vis son altamente homologos a la parte central del gen visE (Fig. 11). El gen
vIsE se localiza en el telomero del plasmido (Fig. 12). Las cepas de B. burgdorferi
normalmente exhiben pérdida de infectividad después de 10-17 pases in vitro, lo que
coincide con la pérdida de plasmidos. Los eventos de conversion génica implican la
sustitucion de segmentos aleatorios y de longitud variable de la region central del casete

VISE por regiones correspondientes de cualquiera de los casetes silenciosos:

El casete central, denominado vis/, del gen visE est4 flanqueado a ambos lados por una
secuencia repetida de 17 pb. El casete vis/ y el resto de los casetes (vis2 hasta visi6)
comparten de 90 a 96% de identidad de secuencia y de 77 a 91,4% de identidad de
secuencia predicha de aminoécidos. Los cambios en la secuencia afectan principalmente
a seis regiones variables que se localizan en la parte mas expuesta y distal de la membrana

de VISE.
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Los 15 casetes adicionales vis estan orientados en la direccion contraria a visE y estan
ordenados en una organizacion cabeza-cola. Los casetes vis contienen la misma secuencia

repetida de 17pb a cada extremo.
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| - o _— !
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Figura 12. Estructura del locus vls de la cepa B31-5A3 de B. burgdorferi. (A) Representacion del
plasmido lineal 1p28-1 de B. burgdorferi, indicando la posicion de los casetes vls silentes y la ubicacion del
gen VISE en el extremo telomérico derecho, asi como los fragmentos genémicos utilizados en los estudios

de hibridacion. (B) Estructura de vsIE. Imagen obtenida de Zhang et al (1999)

Los casetes vis contienen seis regiones altamente conservadas que estdn interdispersas
por seis regiones variables (VR), que difieren en las secuencias tanto de nucledtidos como

aminodacidos (Fig. 13).

Como resultado, los mamiferos podrian albergar miles de variantes diferentes en
cualquier momento, y, aunque se produce una fuerte respuesta inmunitaria contra las
regiones conservadas, los epitopos alterados dificultan el reconocimiento inmunoldgico

eficaz y permiten la persistencia de la infeccion.
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Figura 13. Estructura del locus vls de la cepa B31-5A3 de B. burgdorferi. Alineaciéon comparativa entre
la proteina VISE (alelo vIsEl) y los casetes vls silenciosos, junto con las Vmps de Borrelia hermsii, que
muestra el patron de conservacion y variabilidad caracteristico del sistema de variacion antigénica. Los
residuos coincidentes con VISE se indican mediante guiones y las sustituciones conservadoras en
minusculas, mientras que las lagunas y los codones de parada se representan con puntos y asteriscos. Las
regiones variables (VR-I a VR-VI), responsables de la diversidad estructural utilizada por B. burgdorferi
para evadir la respuesta inmune, se sombrean para resaltar sus diferencias. Imagen obtenida de Zhang et al

(1999)

4.1. Analisis de la variacion genética en el locus VISE

En la figura 13 se ilustra el experimento disefiado para analizar la variabilidad genética
del locus. Los clones se designan mediante la combinacion del numero de raton (m1 a
m8), el tejido-fuente ("e" por oreja, y "b" por sangre), la semana post-infeccion y una

designacion de clon (de A hasta P) para los 16 clones derivados de cada aislado.

Cuando se comparan con el visE parental del clon B31-5A3 (alelo visET) empleado para
el indculo, los 11 clones aislados de los 8 ratones presentaban multiples cambios de
secuencia en la region vis de visE, haciendo a cada alelo tnico. Los cambios suponen
multiples diferencias en las secuencias predichas de aminoacidos, estos cambios se
encuentran confinados principalmente a las seis regiones variables (Fig. 14). Las
secuencias variables de casi todas las posiciones en los 11 alelos visE pueden ser

encontrados en las regiones correspondientes de los casetes vis silentes.
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Figura 14. Cambios en la secuencia de aminoacidos de VISE durante la infeccion de ratones C3H/HeN
con B. burgdorferi. A. Diagrama de flujo del disefio del experimento. B. Alineamiento de la secuencias
deducidas de aminoacidos de VISE en 11 poblaciones clonales provenientes de aislados diferentes, y
comparacion con la secuencia VISE del clon inoculado. C. Alineamiento de la secuencias deducidas de
aminoacidos de VISE en 5 poblaciones clonales provenientes de un mismo aislado de oreja, y comparacion

con la secuencia VISE del clon inoculado. Adaptado de Zhang et al. (1997).

Sin embargo, ninguno de los alelos analizados presenta casetes vis enteramente idénticos
a los 15 casetes vis silentes. En cambio, cada uno de los esos clones contiene una
combinacion de secuencias idénticas a partes de varias casetes silentes vis. Estas
observaciones sugieren que los segmentos, pero no las regiones enteras, de los casetes

silentes v/s son recombinadas en el sitio visE.

La comparacion con las secuencias de los casetes silentes sugiere que, de 6 a 11 sucesos
de recombinacion, aparentemente al azar, han debido ocurrir para generar los clones

aislados de los ratones tras 4 semanas posinfeccion.

La reactividad disminuida de los aislados de raton con un antisuero obtenido frente a la
region casete parental VIs1 indica que las diferencias en secuencia en estas variantes VISE
resultan en cambios importantes de epitopos y, por tanto, suponen una variacion

antigénica (Fig. 15).
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Figura 15. Alteracion en la antigenicidad de clones de B. burgdorferi aislados de ratones C3H/HeN 4
semanas después de la infeccion. Se compar6 la reactividad antigénica de 9 clones aislados de raton
(pocillos 1-9) con el clon parental utilizado en la inoculacion (B31-5A2) y un clon de baja infectividad
(B31-5A3). Para ello, se realizaron dos Western blot utilizando anticuerpo monoclonal dirigido contra la
flagelina de B. burgdorferi como control positivo en (A), y antisuero contra la proteina de fusion GST-Vlsl

en (B) . Imagen obtenida de Zhang et al. (1997).

En la figura 16 se ilustra el modelo hipotético postulado para explicar la variacion
genética del locus vis. Las secuencias repetidas directas de 17 pb pueden estar implicadas
en el alineamiento de las secuencias vis durante la recombinacion o en la uniéon de una
recombinasa especifica de sitio. Por otro lado, las secuencias conservadas facilitan la
recombinacion entre las secuencias vis expresada y silentes, probablemente por un
mecanismo de conversion génica no reciproca. A través de multiples sucesos de
recombinacion, porciones del sitio de expresion son reemplazadas por segmentos
procedentes de diversos “casetes” vis silentes, lo que da lugar a un inmenso niimero de

alelos visE diferentes.

Casetes vls silentes

vis6 vis7 vis8

Figura 16. Mecanismo genético de variaciéon antigénica de vIsE en B. burgdorferi. Los segmentos en la
region variable visE son reemplazados por secciones provenientes de los casetes silentes mediante multiples

sucesos de recombinacion. Imagen obtenida de Norris (2006).
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Se ha demostrado que la expresion de la proteina VISE estd regulada por un factor de
transcripcion de la familia YebC, el cual es esencial para la evasion del sistema
inmunitario del hospedador, ya que las mutantes que carecen de ¢l son incapaces de
infectar ratones inmunocompetentes. Este factor parece responder a sefales del entorno,
como cambios de temperatura o pH, que la espiroqueta experimenta al pasar de la
garrapata al mamifero, aumentando asi la produccion de VISE justo cuando la bacteria

mas necesita poder evadir al sistema inmunitario.

Ademas, el complejo helicasa RuvAB, que participa en la resolucion de uniones de
Holliday durante la recombinacion homoéloga, tiene un importante papel durante la
recombinacion de vIsE, promoviendo la generacion de nuevas variantes durante la
infeccion. La endonucleasa de reparacion MutL también ha sido identificada como
esencial para el proceso de recombinacion, ampliando el conocimiento sobre los factores

moleculares implicados en este proceso.

Como un resultado de este proceso de conversion génica segmental, los mamiferos
infectados pueden terminar albergando a miles de variantes diferentes, lo que va a crear
una gran confusion al sistema inmunitario al querer responder frente a ese gran nimero

de epitopos diferentes que se han creado.

Cabe destacar que, a pesar de esta enorme variabilidad antigénica, tanto VISE al completo
como su region invariable C6 son utilizados como marcador diagnostico en pruebas
inmunoloégicas para la enfermedad de Lyme, debido a su alta inmunogenicidad y

conservacion.

4.2. Otras consideraciones

La funcién de las lipoproteinas VISE, VIp y Vsp no se conoce, aunque hay indicaciones
de que posiblemente estdn implicadas en interacciones con el hospedador. Es muy
probable que estas lipoproteinas desempefien funciones claves en aspectos de la infeccion
tales como la colonizacion, diseminacion, adherencia, extravasacion y evasion de los
mecanismos inmunitarios innatos o adquisicion de nutrientes. De hecho, su produccion
estd muy regulada y s6lo se producen durante la infeccion del hospedador mamifero. Se
piensa que estas van a ser responsables del tropismo tisular y de las diversas patologias

por las diferentes especies de Borrelia.
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Una cuestion por resolver es como estas proteinas mantienen su funcionalidad en el
contexto de una variabilidad tan asombrosa como la que ocurre en las VISE de B.
burgdorferi. Seguramente relacionado con esta finalidad estd el hecho de que la
recombinacién no afecta a las regiones del gen codificantes de los extremos N- y C-
terminales y, ademads, explica la existencia de regiones conservadas entras las diferentes

casetes vis.

Se ha observado que la recombinacion en vISE ocurre exclusivamente durante la infeccion
en el hospedador mamifero, ya que la conversion génica no ocurre ni in vitro ni en la
garrapata. Ademas, pese a que la diversidad en la secuencia genética de vIsE se mantiene
durante el desarrollo de la garrapata, permitiendo que se transmitan distintas variantes de
VISE durante la infeccion, menos del 1% de las bacterias expresan la proteina mientras
todavia se encuentran en la garrapata. Esto apoya la teoria de que la importancia funcional

de vISE es minima fuera de un contexto de infeccidon a mamiferos.

5. Interaccion entre B. burgdorferi y la garrapata

Cuando la garrapata (Ixodes scapularis) se alimenta de un hospedador infectado, esta va
a adquirir a B. burgdorferi junto a la toma de sangre (Fig. 17). En el proceso, la garrapata
inocula saliva, que contiene un gran numero de proteinas. Entre ellas, la proteina
SALP25D, que ejerce un efecto anti-inflamatorio local en el sitio de la picadura; ademas,
esta proteina neutraliza las especies reactivas de oxigeno que producen los neutrofilos
que acuden. Pero, ademas, SALP25D, aumenta la eficiencia en la captacién de la
espiroqueta, posiblemente al tener un efecto protector sobre la bacteria. Por otro lado, la
proteina salivar SALP12 tiene un efecto quimioatrayente para B. burgdorferi, lo que

aumenta la cantidad de espiroquetas que son captadas por la garrapata.
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Figura 17. Adquisicion de Borrelia burgdorferi por la garrapata Ixodes scapularis. Durante la
hematofagia en un hospedador infectado, la garrapata ingiere a B. burgdorferi. Simultineamente, la
secrecion de proteinas salivares actia sobre el sitio de la picadura mediante la inhibicion de la respuesta
inmune, la coagulacion y la angiogénesis. Estas moléculas crean un entorno favorable que facilitan tanto la
alimentacion de la garrapata como la atraccion por quimiotaxis de la bacteria. Adaptado de Kurokawa et al.

(2020) mediante BioRender.

Una vez que B. burgdorferi esta en la garrapata, la activacion de Hk1-Rrp1 y la represion
de RpoS dan lugar a una produccién del dinucleétido ciclico c¢-di-GMP, que actiia como

sefal para la expresion de las proteinas de superficie (Fig. 18).

Figura 18. Adaptacion molecular de B. burgdorferi tras la entrada en el vector. La entrada de B.
burgdorferi en la garrapata induce la regulacion positiva de Hk1-Rrp1 y la regulacion negativa de RpoS, lo
que resulta en la produccion del segundo mensajero c-di-GMP. Este modula la expresion de proteinas en la
superficie de la bacteria, produciendo un cambio en las proteinas Osp que permite la colonizacion y

persistencia en el intestino de la garrapata. Adaptado de Kurokawa et al. (2020) mediante BioRender.
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Las espiroquetas se adhieren al epitelio intestinal de la garrapata donde permaneceran
hasta la siguiente ingesta de sangre por parte de la garrapata (Fig. 19). B. burgdorferi
expresa las proteinas de superficie OspA y OspB, que la protegen de los efectos dafiinos
de componentes presentes en la sangre. OspA interacciona especificamente con el

receptor TROSPA, localizado en la superficie de las células epiteliales intestinales.
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Figura 19. Adhesion de B. burgdorferi al intestino de la garrapata. Las lipoproteinas de superficie OspA
y OspB protegen a la espiroqueta frente a los anticuerpos y el sistema de complemento ingeridos en la
sangre del hospedador. La interaccion entre OspA y el receptor intestinal TROSPA facilita la colonizacion
y el anclaje de B. burgdorferi al intestino de la garrapata. Adaptado de Kurokawa et al. (2020) mediante
BioRender.

Para que B. burgdorferi pueda ser transmitida a un nuevo hospedador, la bacteria debe
migrar a las glandulas salivares. En respuesta a cambios ambientales (por ejemplo, el
aumento de temperatura producido por la ingesta de sangre) va a promover la expresion
de nuevas proteinas de superficie, como son BBA52 y BBE31 (esta interacciona con la
molécula TRE31 de la garrapata), que permiten a la bacteria atravesar la capa epitelial, y
migrar a través del hemocelo hasta las glandulas salivares (Fig. 20). Otras proteinas
importantes de la garrapata son Ixofin3D y ISDLP, que interaccionan con la espiroqueta
y posiblemente contribuyen a su salida del intestino. Una vez fuera del intestino, las

proteinas OspA y OspC son importantes para la entrada en las glandulas salivares.
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Figura 20. Mecanismo molecular de transmision de B. burgdorferi al hospedador vertebrado. Los
cambios en las condiciones de temperatura y pH durante la hematofagia acttian como sefiales para que las
espiroquetas inicien su transicion hacia formas infectivas. Este proceso implica el desprendimiento del
epitelio intestinal, lo que permite que las bacterias migren a través del hemocelo hacia las gandulas
salivales. Alli, la bacteria expresara OspA y OspC, que promueven la adhesion a las glandulas salivales y
facilitaran la diseminacion en el hospedador vertebrado. Adaptado de Kurokawa et al. (2020) mediante

BioRender.

La transmision de B. burgdorferi al hospedador mamifero es favorecida por la actividad
de varias proteinas salivares de la garrapata (Fig. 21). Durante la picadura, la garrapata
secreta varias proteinas destinadas a facilitar la ingesta de la sangre, y que también le
ayudan a B. burgdorferi a su transmision. El sistema del complemento, ademds de actuar
como sistema de defensa inmunitario para restringir el crecimiento de B. burgdorferi,
también dificulta la ingesta de la garrapata. Asi, las proteinas salivares ISAC, SALP20 y
TSLPI inhiben la activacion del complemento, lo que redunda en una mayor
supervivencia de B. burgdorferi. La sialoestatina L2 es un inmunosupresor que bloquea

la secrecion de citoquinas por parte de las células dendriticas expuestas a B. burgdorferi.

Por otro lado, la espiroqueta va a aumentar la expresion de varios genes de la garrapata,
entre ellos, salpl5, un gen que codifica para una proteina de la glandula salivar del 15-

kDa. Esta proteina, que interacciona con la OspC, resulta beneficiosa tanto para el vector
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como para la espiroqueta, dado que esta proteina tiene un efecto inmunosupresor
importante e impide el desarrollo de respuestas inmunitarias especificas que pudieran
interferir con el proceso de alimentacion del vector al tiempo que impiden una destruccion
mediada por anticuerpos de la bacteria (Fig. 21). La razon de este hecho se encuentra en
que la proteina salp15, al unirse a OspC, enmascara los epitopos inmunodominantes de
la proteina e impide que los anticuerpos reconozcan a la proteina y, en consecuencia, la

interaccion salp15-OspC protege a la espiroqueta de la muerte mediada por anticuerpos.
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Figura 21. Adaptaciéon al hospedador durante la transmision de B. burgdorferi. Diversas proteinas

Célula

c G

salivales secretadas por la garrapata en el momento de la picadura inhiben la activacion del sistema inmune,
creando un entorno de inmunosupresion local que facilita la supervivencia inicial y diseminacion de la

espiroqueta en el vertebrado. Adaptado de Kurokawa et al. (2020) mediante BioRender.

Al hacer la garrapata una herida en la piel, inmediatamente se dispara el mecanismo de
reparacion de heridas con el que cuenta nuestro organismo, que consta de las etapas que
solapan: inflamacién, formacion de tejido y reparacion de tejido. En respuesta a la rotura
de las venas, se liberan al espacio extracelular adenosina di- y tri-fosfato que estimulan
la agregacion de plaquetas para inhibir el flujo sanguineo. La saliva de las garrapatas
contiene un apirasa que degrada estos nucleotidos a adenosina monofosfato, inhibiendo
la agregacion de plaquetas. También otras proteinas salivares (SALP14, TIX, Ixolaris, y

Penthalaris) ejercen un efecto anticoagulante.
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En la piel residen varios tipos de células inmunitarias (macréfagos, basofilos, células de
Langerhans y linfocitos T) que son muy importantes en la proteccion frente a patdgenos
invasores. Pero componentes de la saliva actian sobre estas células, inhibiendo, por
ejemplo, la produccion de citoquinas por parte de los linfocitos Thl, que son muy
importantes para activar una respuesta adaptativa. Asi, por ejemplo, la proteina SALP15

se une a los linfocitos T CD4+, inhibiendo su activacion y la secrecion de IL-2 (Fig. 21).

Ademés, recientemente se ha identificado otra proteina, IsSPDIA3 de la garrapata Ixodes
scapularis, que facilita la colonizacion de B. burgdorferi en el intestino del vector,
modulando la respuesta inflamatoria en el sitio de la picadura y favoreciendo la

supervivencia de la espiroqueta.

El conocimiento de la interaccion entre moléculas de la espiroqueta con moléculas de la
garrapata, o el papel desempefiado por moléculas de las glandulas salivares inoculadas
durante la picadura, estd sirviendo de base para el desarrollo de vacunas. Asi, la
inmunizacion de ratones con OspA induce en estos una respuesta inmunitaria protectora
frente a la infeccion; la razon es que la presencia de anticuerpos frente a OspA conduce a
la destruccion de las espiroquetas presentes en el intestino de las garrapatas. Esto llevo al
ensayo y aprobacion en 1998 por la FDA (“Federal Drug Administration”) de USA de
una vacuna para humanos basada en la administracion de OspA en hidroxido de aluminio.
El problema es que se requiere la induccién de altos titulos de anticuerpos, y para que
esto ocurra, la vacuna debe ser administrada de nuevo cada cierto tiempo. Finalmente, la
vacuna fue retirada de los mercados 4 afios después de su aprobacion. Sin embargo, varias

vacunas basadas en esta proteina se siguen comercializando para su uso en perros.
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En la red:

- Pagina web de enfermos por la enfermedad de Lyme en Espaia: https://alcelyme.org/

- Video sobre la enfermedad, contada por los pacientes:

https://www.youtube.com/watch?v=Kw4 OvL3RLg
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