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CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL

1.1. Aspectos historicos

La Leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial que es causada por la infec-
cion con especies patogenas del género Leptospira, una bacteria que pertenece al filum Spi-
rochaetes, que incluye los géneros Borrelia y Treponema. La enfermedad en humanos tiene
un espectro clinico extremadamente amplio, que abarca desde una infeccidn subclinica has-
ta un sindrome severo de infeccion multi-organica con altas tasas de mortalidad [10]. La
Leptospirosis ictérica con falla renal, conocida como “Sindrome de Weil”, fue reportada por
primera vez en 1886 por Adolf Weil [11], aunque un sindrome idéntico presente en trabaja-

dores cloacales fue descripto tres afios antes por Landouzy [12].

En 1915, la etiologia de la Leptospirosis se demostré independientemente en Alema-
nia y en Japdn, aunque en un principio existia controversia por la nomenclatura empleada,
por lo que probablemente haya sido demostrada diez afios antes. En 1917 se descubrié que
la rata es una fuente de infeccidn para los seres humanos [13] y tempranamente se recono-
cio el factor ocupacional como un factor de riesgo. Se sugirié que la especie Leptospira inte-
rrogans serovar Icterohaemorrhagiae se introdujo en Europa Occidental en el siglo XVIII por
la extension del habitat de Rattus norvegicus (la rata) desde Eurasia [10]. Por otra parte, la
Leptospirosis en perros fue reconocida, pero la distincion clara entre la infeccidn canina por

L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae y Canicola llevé varios afios.

La investigacion basica se ha centrado en el estudio del metabolismo y crecimiento
de la bacteria, los métodos de diagndstico seroldgicos, el tratamiento de la enfermedad y el
control epidemioldgico. En afios mas recientes, el desarrollo de la ingenieria genética y la
biologia molecular han ampliado el campo de estudio, el cual ahora estd enfocado en cono-
cer el mecanismo de invasion e infeccidn del huésped y en la busqueda de vacunas efectivas

de uso veterinario y humano.
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FA Filamento Axial .
CP Cilindro Protoplasmatico Poro de Insercion
ME Membrana Externa

= 3 =

Nucleoide

Ribosoma
Pared Celular

Microtubulos
Membrana externa

Figura 1.1. Representaciéon esquematica de la morfologia de Leptospira spp. El cilindro proto-
plasmatico que contiene el genoma esta envuelto por una membrana externa. Los filamentos
axiales se ubican en el periplasma, desde los extremos hacia el centro de la célula. Imagen
adaptada de Microbiology 6ta. Edicion [6].

1.2. Leptospira y Leptospirosis

Las leptospiras son espiroquetas aerobias obligadas, extracelulares, muy moviles,
gue comparten caracteristicas tanto con bacterias Gram-negativas como Gram-positivas,
aunque en general se las relaciona mas a las primeras [14]. Las leptospiras tienen aproxima-
damente 0,25 um de didmetro por 6-25 um de largo, por lo que pueden atravesar filtros de
0,45 um. Estos microorganismos se tifien pobremente con los colorantes habituales, pero se
pueden visualizar en preparaciones himedas con un microscopio de campo oscuro o de

contraste de fase.

Mediante microscopia electrdnica, se observd que las leptospiras poseen un cuerpo
celular cilindrico (cilindro protoplasmico) envuelto helicoidalmente alrededor de un cilindro
interior (citoplasma), que incluye dos filamentos axiales insertados en las extremidades del
cuerpo celular, con sus extremos libres dirigidos hacia el centro de la célula [15] (Figura 1.1).
Ademas, los cilindros estan recubiertos por una envoltura externa, demarcada por una
membrana plasmatica, que confiere una mayor integridad. Los filamentos axiales, ubicados
en el espacio peripldsmico y unidos a la superficie interna de la membrana, son estructuras

citoesqueléticas que permiten el movimiento de la bacteria, ya que se contraen periddica-
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mente causando la rotacién del espiral [16]. La apariencia y la movilidad de las leptospiras
varian con la naturaleza del medio en el cual crecen. En los medios liquidos, aparecen cur-
vadas o con uno o ambos extremos doblados en forma de signo de interrogacién (Figura

1.2A). De alli deriva el nombre de la especie Leptospira interrogans.

Las leptospiras se cultivan en medios artificiales con 10% de suero de conejo o 1% de
albdimina sérica bovina, a pH 6,8-7,4 [17]. El medio también debe contener acidos grasos de
cadena larga, ya que es la fuente de carbono que utiliza la bacteria. La temperatura de cre-
cimiento dptima es de 28—30 °C, aunque las especies saprofitas pueden crecer a temperatu-
ras menores. Es importante verificar que no haya bacterias contaminantes luego de 3—4 dias
de cultivo y realizar un subcultivo a los 7-21 dias, aunque las leptospiras pueden sobrevivir
en cultivos liquidos estaticos durante meses y a veces hasta afios [18]. El medio mas utiliza-
do es el Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), el cual contiene 1% de albumina
sérica bovina y Tween-80 como fuente de acidos grasos de cadena larga [19-21]. En los cul-
tivos en medios semisélidos se puede apreciar la formacién de un anillo de crecimiento,
denominado “zona de Dinger”, donde las leptospiras se concentran ya que alli la tensidn

superficial del oxigeno es la éptima (Figura 1.2B).

Leptospira spp. posee dos cromosomas, uno de 4.400 x 10° pares de bases o pb

A B

Interface

= aire/medio
(== Zona de Dinger

Crecimiento
secundario

Figura 1.2. A) Fotomicrografia de Leptospira spp. en microscopio de campo oscuro (arriba) vy

|II

electrénico (abajo). Se observa el “signo de interrogacidén” caracteristico en los extremos de la
bacteria. B) Crecimiento de Leptospira en medio semisélido, donde se observa la formacion del
anillo o zona de Dinger entre la interface aire/medio y la zona de crecimiento secundario. Imdge-

nes adaptadas de Richard Zuerner (2005) y Ben Adler (2010) [1, 2].
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(cromosoma 1) y otro més pequefio de 350 x 10° pb (cromosoma I1), con un contenido G+C
total de 35-41%. Estos tamaios son aproximados ya que pueden variar levemente entre las
diferentes especies, aunque todas las espiroquetas se relacionan filogenéticamente entre si

[22].

1.2.1. Taxonomia

El género Leptospira pertenece al filum Spirochaetes, clase Spirochaetes, orden Spi-
rochaetales, familia Leptospiraceae. El otro género de esta familia es Leptonema. Las espi-
roguetas mas importantes a nivel médico son Borrelia y Treponema (que pertenecen a la
familia Spirochaetaceae) y Leptospira, por ser las causantes de enfermedades importantes
qgue afectan al hombre (Tabla 1.1). En un principio, las leptospiras se dividieron en dos espe-
cies seroldgicas, con la mayoria de los patégenos conocidos o sospechados agrupados en el
complejo “interrogans” y todas las leptospiras restantes en el complejo “biflexa”. Ambos
complejos fueron divididos en varios serovares utilizando la prueba de adsorcion por agluti-
nacién cruzada (CAAT), y los serovares relacionados antigenéticamente se agruparon en
serogrupos. De esta manera, se han descripto 60 serovares para L. biflexa y mas de 300 se-
rovares para L. interrogans, divididos en 24 serogrupos diferentes. La clasificacién por sero-
vares se basa en la expresién de los epitopes expuestos en la superficie en un mosaico de
antigenos lipopolisacaridos (LPS), mientras que la especificidad de los epitopes depende de

la composicidn y orientacidn del azUcar que contiene cada LPS.

Mas recientemente, se ha descripto una clasificaciéon molecular que divide al género
Leptospira en varias especies segun la relacién de su genoma. Esta reclasificacién propor-
ciona informacién taxondmica util, pero es independiente de la clasificacién serolégica ya
establecida con la que los epidemidlogos y clinicos estan familiarizados. Por lo tanto, las

designaciones de “serogrupo” y “serovar” contintdan siendo empleadas.

Con la clasificacion genotipica, el género se divide en 17 especies que se definen co-
mo las leptospiras que estan relacionadas gendmicamente al menos un 70%, y cuyas se-
cuencias relacionadas de DNA contienen un 5% de bases no pareadas como maximo (diver-

gencia). Es importante notar que ni los serovares ni los serogrupos son indicativos de la rela-
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cién taxondmica entre las cepas, ya que un serovar (definido por los anticuerpos dirigidos
contra su antigeno lipopolisacdrido) puede pertenecer a mds de una especie, y miembros de

un mismo grupo genético no pertenecen necesariamente al mismo serogrupo.

En el afio 2008, el Comité Internacional en Sistematica de Procariotas, agrupd a las
especies de Leptospira en tres subgrupos. El primer subgrupo esta constituido por las geno-
especies saprofitas, incluyendo a Leptospira biflexa, todos microorganismos de vida libre en
superficie y agua y no patogénicos para el hombre. El segundo subgrupo esta integrado por
8 genoespecies patogénicas, entre ellas Leptospira interrogans y Leptospira borgpetersenii.
Por ultimo, un tercer subgrupo reune a todas las genoespecies de “comportamiento inter-

medio”, cuyo rol en la patogenicidad aiin no ha sido demostrado.

Tabla 1.1. Enfermedades causadas por infecciones con espiroquetas

Especie Enfermedad Modo de transmision Diagndstico
Treponema pallidum Sifilis Sexual y transplacentaria Microscépico, test
serolégico
Borrelia Burgdorferi Enfermedad de Mordida de garrapata Observacion clinico
Lyme y microscopica
Borrelia recurrentis Fiebre recurrente  Mordida de piojo Observacion clinico

y microscopica

Leptospira interrogans  Leptospirosis Agua y alimentos contamina- Test seroldgico y
dos por orina de animales cultivo
infectados (roedores, ganado)

1.2.2. Epidemiologia

La Leptospirosis es una zoonosis de distribucién mundial. La transmisidn ocurre tanto
en paises industrializados como en vias de desarrollo, pero la infeccién subclinica o sin
sintomas es comun en regiones endémicas [23, 24]. La incidencia de la infeccién en huma-
nos es mas alta en los tropicos que en las regiones templadas, aunque los indices son subes-
timados debido a la falta de concientizacion sobre la enfermedad vy la inaccesibilidad relativa
e insuficiencia de métodos de diagndstico rapidos. Nunca ha sido probado que los seres
humanos sean fuentes epidemioldgicas importantes de transmisidon, aunque los individuos

pueden excretar leptospiras en la orina durante semanas, meses o afios [25].
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La prevalencia de diferentes serovares leptospirales dentro de una poblacién huma-
na depende de los animales reservorios presentes y de los serovares que éstos acarrean,
como asi también de las condiciones ambientales locales, la ocupacién y las practicas
agronomicas y de agricultura. Antiguamente, la Leptospirosis era considerada una enferme-
dad principalmente ocupacional, asociada con actividades como la mineria, el mantenimien-
to de cloacas, la ganaderia y carniceria, la medicina veterinaria y las maniobras militares. La
importancia relativa de tales riesgos ocupacionales ha disminuido desde la implementacidn
de medidas de proteccion. Actualmente, la Leptospirosis se ha vuelto prevalente en lugares
donde las medidas sanitarias son deficientes resultando en un aumento de la poblacién de
roedores reservorios que contaminan el medio ambiente con su orina. Por esta razon, se la
considera una enfermedad reemergente asociada a la pobreza, con frecuentes brotes

epidémicos durante las inundaciones.

1.2.3. Reservorio y transmision de la infeccion

Los animales, incluyendo los seres humanos, pueden dividirse en huéspedes reservo-
rios o accidentales (incidentales). La enfermedad es mantenida en la naturaleza por la infec-
cion crénica de los tubulos renales proximales de los huéspedes reservorios, los cuales se
definen como las especies donde la infeccién es endémica y que generalmente se transmite
de un animal a otro por contacto directo [10]. Un animal infectado puede permanecer libre
de sintomas y excretar leptospiras en su orina durante toda su vida [18]. Otros animales,
incluyendo los humanos, pueden infectarse por contacto indirecto con un huésped reservo-
rio, a través del contacto de la piel herida (abrasiones o cortes) o de las mucosas (ojos, boca)

con agua y/o suelo contaminados con orina [25] (Figura 1.3).

Los mamiferos pequeiios son los transmisores mds importantes de la Leptospirosis
en zonas urbanas, y pueden infectar animales domésticos de granja, perros y humanos. Di-
ferentes especies de roedores pueden ser reservorios de distintos serovares, pero general-
mente las ratas son huéspedes reservorios para serovares de los serogrupos Icterohaemorr-
hagiae y Ballum [26], y los ratones para el serogrupo Ballum. Los animales domésticos tam-
bién son reservorios de algunos serovares de Leptospira, y muchos animales son portadores

seronegativos (no presentan anticuerpos especificos).
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Figura 1.3. Ciclo de infeccion de Leptospira interrogans. Los roedores, en especial la rata, son los
reservorios crénicos asintomaticos de la bacteria, y la excretan en su orina. Otros animales y el
hombre pueden contagiarse por contacto directo o a través del agua y suelo contaminados con
orina. La bacteria ingresa por piel o mucosas, y produce una gran variedad de sintomas.

1.2.4. Curso clinico

En los seres humanos, la Leptospirosis severa es frecuentemente causada por sero-
vares del serogrupo Icterohaemorrhagiae. Los serovares especificos involucrados dependen
sobre todo de la localizacidn geografica y la ecologia de los huéspedes reservorios locales.
Por ejemplo, los serovares Copenhageni e Icterohaemorrhagiae, portados por las ratas, son
generalmente los responsables de las infecciones en Europa; mientras que en el sudeste de
Asia es mas comun el serovar Lai [10]. La mayoria de las infecciones causadas por leptospi-
ras son subclinicas o muy leves, semejantes a una gripe, y con frecuencia las personas no
realizan consultas médicas ya que se resuelven solas. Una proporcién menor, pero que
comprende la mayoria de los casos reconocidos, se presentan como una enfermedad febril
de inicio repentino, similar a una gripe de variada intensidad, que puede progresar hacia

una falla multi-orgénica, e incluso la muerte [18].

La Leptospirosis tiene un periodo de incubacion de aproximadamente 1-10 dias y la

presentacion clinica de la enfermedad es generalmente bifasica (Figura 1.4). La primera fase
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Figura 1.4. Etapas del desarrollo de la Leptospirosis. En general, se trata de una enfermedad
bifasica. En la primera fase (etapa 1 en Serologia) se pueden aislar leptospiras de sangre y LCR. El
inicio de la segunda fase (etapa 2 en Serologia) estd determinado por la produccién de anticuer-
pos especificos. Las etapas 3, 4 y 5 sirven de seguimiento de la convalescencia. Imagen adaptada
de Turner (1969) [7].

es aguda y dura aproximadamente una semana. Se denomina leptospirémica o septicémica
porque las leptospiras pueden aislarse de la sangre y el liquido cefalorraquideo (LCR). La
segunda fase, denominada leptospirurica o inmune, se caracteriza por la produccién de an-
ticuerpos especificos, presencia de muy pocas leptospiras en sangre y LCR, y excrecion de
abundantes leptospiras en la orina. Esta fase puede durar hasta 30 dias, o incluso meses o
anos. La mayoria de las complicaciones de la Leptospirosis se asocian con la localizacion de
las leptospiras dentro de los tejidos durante la fase inmune, y por lo tanto, ocurren durante

la segunda semana de la enfermedad.

Fase leptospirémica: La enfermedad se presenta repentinamente y se asemeja a una
gripe de variada intensidad que dura entre 4 y 7 dias. La fiebre puede ser bifasica, desapare-
ciendo y volviendo luego de 1-3 dias de remisién, indicando el inicio de la segunda fase (in-
mune). Los sintomas, ademads de fiebre, incluyen escalofrios, cefalea con dolor retro-orbital
y fotofobia, mialgia en espalda y piernas, dolor abdominal, enrojecimiento de conjuntivas y

erupciones en la piel (menos frecuentes).
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Fase leptospirdrica. La enfermedad en esta etapa afecta érganos especificos, inclu-
yendo meninges, higado, ojos y rindn. La fiebre y mialgia son menos severos que en la pri-
mera fase y pueden durar de dias a semanas. Alrededor del 75% de los pacientes experi-
mentan jaquecas que no ceden con analgésicos, lo cual generalmente anticipa el comienzo

de una meningitis.

A partir de este punto la enfermedad puede tomar dos presentaciones: anictérica o
ictérica. En la primera, el sindrome clinico mas importante es la meningitis aséptica, que
aunque usualmente dura pocos dias, también puede persistir hasta 1 o 2 semanas. La falta
de sintomas especificos puede hacer que se sospeche de una meningitis viral. Con menor
frecuencia aparecen cambios en la conciencia y/o encefalitis. Si bien los sintomas meninge-
os se presentan en el 50% de los pacientes, la muerte es extremadamente rara en la presen-

tacion anictérica de la enfermedad.

Entre el 5y 10% de todos los pacientes con Leptospirosis desarrollan la forma ictéri-
ca de la enfermedad, también conocida como Sindrome de Weil, que es la mas severa. Tie-
ne una tasa de mortalidad alta de 15-40%. Se caracteriza por la aparicidn de ictericia, falla
renal y hemorragias [27]. La ictericia es la coloracion amarillenta de la piel y las mucosas
debida a un aumento de la bilirrubina. En la Leptospirosis, la ictericia no se asocia con la
necrosis hepatocelular sino a la colestasis (detencidn del flujo de bilis hacia el duodeno) de-
bida a la sepsis, por lo que la funcién del higado vuelve a la normalidad luego de la recupe-
racion del paciente [25, 28]. La etapa ictérica puede ser acompainada por dolor abdominal,
diarrea, constipacion, hepatoesplenomegalia, nduseas, vomitos y pérdida del apetito. Entre
el 2 y 10% de los casos pueden presentar otras complicaciones como uveitis, que puede
ocurrir durante la enfermedad o hasta 1 afio después [29, 30]. La hemorragia subconjuntival
es la complicacion oftalmoldgica mas frecuente de la Leptospirosis, ocurriendo en el 92% de
los pacientes, y las leptospiras pueden estar presentes en el humor acuoso. Aunque no exis-
te correlacion entre sindromes clinicos y serotipos involucrados, se ha observado que la ic-
tericia esta presente en el 83% de los pacientes infectados con el serovar Icterohaemorr-

hagiae y en el 30% de los pacientes infectados con Pomona.

El rifidn es uno de los érganos mas afectados ya que es donde se alojan las leptospi-

ras, y la Leptospirosis es una causa comun en los casos de falla renal aguda, reportado en el
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16-40% de los casos [31-33]. Sintomas renales tales como azotemia, hematuria, proteinuria
y oliguria estdn presentes en el 50% de los pacientes con Leptospirosis. La oliguria es un

predictor significativo de muerte [34].

Las manifestaciones pulmonares pueden ocurrir en el 20-70% de los pacientes [25].
Los sintomas pueden ser leves como tos y disnea, o mas severos como el sindrome de
distrés respiratorio agudo [35-37]. La hemorragia pulmonar puede ser muy severa y causar

la muerte [38-40].

1.2.5. Respuesta inmune
Innata

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa del huésped contra cual-
quier organismo extrano. El sistema de complemento forma parte de la respuesta innata
jugando un rol esencial, y la activacién de la via alternativa de este sistema es uno de los
mecanismos efectores mas importantes durante las primeras horas de una infeccion. Sin
embargo, este mecanismo no resulta eficiente frente a las leptospiras. Se ha observado en
estudios in vitro que mientras la saproéfita L. biflexa muere en pocos minutos en presencia
de suero normal humano (no inmune), las especies patogénicas de Leptospira son capaces
de sobrevivir y de resistir la accion litica del sistema de complemento, especialmente si son

virulentas [9].

Los receptores TLR (del inglés, Toll-like receptors) son proteinas que reconocen pa-
trones comunes en la superficie de diversos microorganismos y se expresan diferencialmen-
te en diferentes tipos celulares, entre ellos, neutrdfilos y macrofagos. El LPS “clasico” de las
enterobacterias (por ejemplo, Escherichia coli) activa las células a través del receptor TLR4
para producir citoquinas pro-inflamatorias y respuesta a quimioquinas [41]. Leptospira spp.
es peculiar porque expresa LPS en su superficie celular, mientras que otras espiroquetas,
como las especies estrictamente parasiticas Borrelia y Treponema, carecen de él [25]. Sin
embargo, el LPS de Leptospira posee un lipido A con una estructura diferente al de las ente-
robacterias. El lipido A es la porcidn del LPS que esta anclada a la membrana bacteriana, y es

el componente activo responsable de la actividad toxica del LPS y de sus funciones. El LPS de
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Leptospira es reconocido por los heterodimeros TLR4/TLR2 en las células murinas, pero las
células humanas no se activan a través del TLR4, sino a través de los heterodimeros
TLR2/TLR1, posiblemente debido a la estructura inusual del Lipido A [42]. Es importante
notar que el TLR4 es crucial para controlar la Leptospirosis murina, ya que los ratones
C3H/HeJ, que no expresan TLR4 (debido a una mutacidn espontanea) resultan susceptibles a
la infeccion, mientras que el resto de las cepas de ratones presentan diferentes grados de

resistencia.

En muchos estudios in vitro se ha demostrado que la fagocitosis de las leptospiras
por neutréfilos y macréfagos sélo es efectiva si el patégeno es primeramente opsonizado
por anticuerpos IgG especificos, de lo contrario la fagocitosis es minima o incluso inexistente
[43-46]. Por lo tanto, como generalmente las infecciones se producen en individuos no in-
munes, la fagocitosis no es efectiva para eliminar las leptospiras. No obstante, las leptospi-
ras (saproéfitas en mayor medida que las patdgenas) son susceptibles a los componentes de
los granulos primarios, el peréxido de hidrégeno y los péptidos catidnicos que son liberados
por los neutrdfilos bajo estimulacién [47-49]. En afios recientes, se ha descripto una nueva
funcién antimicrobiana de los neutréfilos denominada NETosis (del inglés, Neutrophil Extra-
cellular Traps), que consiste en la liberacién de la cromatina junto con componentes de los
granulos, histonas y algunas proteinas citoplasmaticas, para inmovilizar o matar patégenos
extracelulares [50]. Este proceso esta siendo muy estudiado, pero aun no se conoce su efec-

to sobre las leptospiras.
Adquirida

Como las leptospiras son patdogenos extracelulares, la respuesta inmune adquirida
depende de la produccidn de anticuerpos. La infeccién por Leptospira produce una respues-
ta humoral con produccién de inmunoglobulinas (Ig) IgM e IgG que son especificas de sero-
var. Si bien la produccion de IgG es inconstante durante el transcurso de la enfermedad, la
respuesta humoral puede ser detectada mediante el test de aglutinacion microscépica o
MAT (del inglés, microscopic agglutination test) a partir de los 5 a 7 dias post-infeccion
(d.p.i.). El titulo llega a su maximo en las semanas posteriores y permanece de meses a afos,
aunqgue puede verse afectado por el tratamiento. El MAT es el test seroldgico mas importan-

te y mas utilizado para el diagndstico definitivo de la Leptospirosis. Sin embargo, sélo los
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laboratorios especializados pueden realizarlo porque para ello se debe contar con una co-
leccion de cultivos de diferentes especies y serovares de leptospiras con los cuales poder
testear la aglutinacion de los sueros de los pacientes. En la Leptospirosis, la mayoria de los
anticuerpos especificos que se producen son contra el LPS leptospiral, el antigeno mas des-
tacado, aunque su potencial endotdxico es mucho menor comparado al LPS de las bacterias
Gram-negativas. Otros componentes de la membrana también son antigenos importantes,

como las lipoproteinas.

Si bien la inmunidad mediada por la respuesta humoral (linfocitos B) es muy impor-
tante para conferir proteccién contra la Leptospirosis, se conoce menos acerca de la inmu-
nidad mediada por la respuesta celular (linfocitos T). Los linfocitos B son muy importantes
para la eliminacién de las leptospiras del huésped, un mecanismo que depende de los re-
ceptores TLR2 y TLR4 en ratones, y esta respuesta estd compartimentalizada [51]. Mientras
qgue en la circulacion se produce IgM dependiente de TLR4, en el higado se produce inter-
ferén gamma (IFNy) dependiente de TLR2/4. También se ha demostrado que Leptospira
activa los linfocitos T y las células renales parenquimales del rifidn para producir IFNy e iNOS
(sintasa inducible de éxido nitrico). Inicialmente, esto genera una inflamacién que es nece-
saria para atraer leucocitos y matar a las bacterias, pero se ha visto que las células By T
también participan en los procesos pro-inflamatorios que son independientes de los TLRs y

gue contribuyen al dafio de los tejidos [8] (Figura 1.5).

Las leptospiras han desarrollado mecanismos de evasidn de la respuesta inmune que
le permiten llegar a los tejidos de drganos distantes como los pulmones, el higado, el bazoy
los rifiones, y colonizarlos. Estos mecanismos incluyen la resistencia a la lisis por comple-
mento y a la fagocitosis por células polimorfonucleares (neutrofilos) y macréfagos, los cua-

les seran discutidos a continuacion.

1.2.6. Patogénesis: invasion de tejidos y evasion de la respuesta inmune

Las leptospiras utilizan diferentes estrategias para invadir los tejidos. Una de ellas es
la capacidad de adherirse a las células del huésped y a la matriz extracelular o ECM (del

inglés, extracellular matrix) como lo hacen otros patdgenos. Las leptospiras virulentas, pero
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no las atenuadas, se adhieren a lineas celulares cultivadas in vitro, como fibroblastos, mo-
nocitos/macréfagos, células endoteliales y epiteliales renales. Se han identificado varias
adhesinas expresadas en la superficie de Leptospira que se unen a componentes de la ma-
triz extracelular, como por ejemplo, colageno tipo | y IV, laminina y fibronectina [52, 53].
Una de estas proteinas, LenA, es capaz de unirse al plasminédgeno humano, el cual es con-
vertido en plasmina que degrada la fibrina. De esta manera, la generacién de plasmina podr-
ia facilitar la diseminacion de Leptospira a través de los tejidos del huésped [54]. Todas las
adhesinas identificadas se expresan sélo en la superficie de leptospiras virulentas, y algunas
de ellas sélo bajo ciertas condiciones fisioldgicas de temperatura, pH y osmolaridad. Por

otro lado, diversos estudios con las espiroquetas patogénicas Borrelia spp y Treponema spp,

Torrente sanguineo

\-"‘:}' Leptospira

TLR4

Linfocito B

Higado

TLR2

| iNOS
? / Linfocito T P
Linfocito B IL-6 TNE /
///
. TLR4 TLR2
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Figura 1.5. Modelo murino propuesto de activacion compartimentalizada de TLR2 y TLR4 en la
eliminacidn de Leptospira. En el torrente sanguineo, la infeccidon con Leptospira estimula las células
B y lleva a la produccidon dependiente de TLR4 de IgM especifica anti-LPS, que puede opsonizar la
bacteria y promover su fagocitosis y muerte. Las bacterias que escapan la opsonizacién llegan a los
rifiones y al higado, donde estimulan a las células B y T via TLR2 y TLR4. Esta activacion resulta en la
produccién de IFNy, el cual promueve la fagocitosis y muerte de la bacteria. Incluso en el rifidn, Lep-
tospira activa las células renales parenquimales a través de TLR2 y TLR4 para producir IFNy e iNOS,
gue también contribuyen a la eliminacién de la bacteria. Ademas de estas respuestas protectoras,
las células B del higado y las células T de los rifilones también son responsables de la inflamacion
independiente de TLR, a través de receptores desconocidos que reconocen Leptospira. Imagen
adaptada de Werts (2010) [8].
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han reportado la estimulacién del endotelio vascular in vitro que conduce a un aumento en
la expresién de moléculas de adhesion o CAMs (del inglés, cell adhesion molecules) [55, 56].
Las CAMs son receptores celulares de superficie presentes en células eucariotas que median
las interacciones célula-célula o célula-ECM. Un numero significativo de bacterias patdgenas
invaden los tejidos del huésped a través de su habilidad de unirse a estos receptores [57-

59].

A diferencia de las bacterias Gram-negativas cuyo LPS es su principal factor de viru-
lencia, en las leptospiras ese rol lo cumplen las lipoproteinas de la membrana externa [60].
El genoma de L. interrogans codifica mas lipoproteinas que otros genomas no espiroqueta-
les: se han identificado 184 genes que codifican lipoproteinas putativas, ademas de protei-
nas putativas extracelulares y de membrana externa u OMPs (del inglés, outer membrane
proteins), las cuales estdn bien conservadas entre diferentes cepas pero la mayoria son de
funcién desconocida. Recientemente se ha reportado que LipL32, la lipoproteina mayorita-
ria de membrana, la cual es altamente conservada entre leptospiras patégenas durante la
infeccidon aguda (aunque no es un prerrequisito para la virulencia), en realidad no esta ex-
puesta en la membrana externa sino que se encuentra en la sub-superficie [61, 62]. Hasta la
fecha, se ha demostrado que sélo dos proteinas se comportan como verdaderos factores de
virulencia: por un lado, la proteina Loa22, que activa la respuesta inmune en los pacientes,
aumenta su expresion durante la infeccidon aguda y se une a la ECM. Esto se ha confirmado
mediante la interrupcidn del gen loa22 con un trasposdn, resultando en la pérdida total de
la virulencia de L. interrogans [63]. Y por otro lado, la proteina HtpG (la homdloga bacteria-
na de la chaperona molecular altamente conservada Hsp90), que es importante en la res-
puesta al estrés de muchas bacterias. La interrupcién del gen htpG con un transposén de-
mostrd que esta proteina es esencial para la virulencia de L. interrogans en el modelo de

Leptospirosis aguda en hamster [64].

Por otra parte, se ha observado que las leptospiras son capaces de ingresar eficien-
temente a las células del huésped in vitro y traslocarse rapidamente a través de las mono-
capas celulares polarizadas sin alterar la resistencia eléctrica transepitelial, es decir, sin afec-
tar su integridad [65]. Generalmente, permanecen dentro de estas células de manera transi-
toria, como por ejemplo se ha observado en una linea celular de macréfagos murinos, don-

de L. interrogans serovar Lai se localizé dentro de los fagolisosomas y luego fue eliminada
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Linea celular Macréfagos murinos Macréfagos murinos Linea celular Macréfagos humanos
monocitica murina derivados de derivados de monocitica humana derivados de
{1744A.1) peritoneo médula ésea sangre periférica

Figura 1.6. Co-localizacion de lisosomas y L. interrogans serovar Lai en macréfagos humanos y
murinos. Las células se incubaron con la bacteria durante 4 horas, las leptospiras del medio extra-
celular se mataron con gentamicina y la co-localizacion se observd mediante microscopia confocal.
El color rojo son las leptospiras intracelulares (en el citosol), el verde es el marcador lisosémico
LAMP-1 y el azul es el nucleo. El color amarillo muestra la co-localizacién de las leptospiras (rojo)
con LAMP-1 (verde), y se indica con flechas. Esta imagen parcial fue adaptada de Shijun Li et al
(2010) [3].

por la maquinaria litica de la célula [3]. Sin embargo, en ese mismo trabajo se vio que en una
linea celular de macréfagos humanos L. interrogans serovar Lai replicaba en el citosol de las
células, y luego inducia la apoptosis celular con liberacién de las bacterias al medio extrace-
lular (Figura 1.6). Los autores sugirieron que en un entorno no inmune, es decir, en ausencia
de anticuerpos especificos, las leptospiras ingresarian a los macréfagos humanos de manera
activa a través de mecanismos que aun se desconocen, transformando a estas células en
reservorios de bacterias. La ausencia de activacion del TLR4, junto con la localizacién citosoé-
lica de las leptospiras virulentas y la induccién de la apoptosis de los macréfagos, podrian
contribuir a la susceptibilidad a la Leptospirosis en humanos, en contraste con la resistencia
de los ratones. No obstante, es probable que este comportamiento diferencial de las lep-
tospiras en macrdéfagos de diferentes huéspedes dependa también del serovar. Por ejemplo,
un estudio con L. interrogans serovar Manilae en macréfagos murinos derivados de médula
6sea demostro que esta bacteria era capaz de sobrevivir y replicar dentro de compartimen-

tos en estas células, y ser liberada al espacio extracelular sin producir muerte celular [66].

Como se ha mencionado anteriormente, las leptospiras evaden la respuesta inmune
innata del huésped durante las etapas iniciales de la infeccion escapando a la fagocitosis y a
la muerte por la accién del complemento [9]. Se ha observado que varias cepas de leptospi-
ras patogénicas activan el complemento a través de la via alternativa, pero permanecen

viables luego de la exposicidon a la proteina C reactiva humana. Esta resistencia esta vincula-
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da a la capacidad de unir el factor H y la proteina 1 relacionada al factor H (FHR-1), que es el
principal regulador de la via alternativa del complemento [67] (Figura 1.7). Ademas, se han
encontrado cepas patogénicas resistentes al suero que son capaces de unir la proteina
C4BP, un regulador muy importante en la via clasica de la cascada del complemento [68].
Hasta la fecha, sélo algunos patégenos son conocidos por unir el factor H y C4ABP: Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus pyogenes, Candida albicans, y las espiroquetas Borrelia recu-

rrentis y Borrelia duttonii.

Otro mecanismo de virulencia es la movilidad y la capacidad de desplazarse a través
de medios viscosos, factor importante durante la infeccidon inicial y la diseminacidn hacia

6rganos distantes [18]. También se ha demostrado que las cepas virulentas, pero no las avi-
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Figura 1.7. Estrategias de evasion del complemento. La Leptospira sapréfita es susceptible a la
muerte mediada por complemento porque no une las proteinas reguladoras del complemento del
huésped, el Factor H (FH) y la proteina de unidén a C4b (C4BP). En cambio, la Leptospira patogénica
evade el ataque del complemento al adquirir en su superficie estas proteinas solubles. FH inhibe la
via alternativa impidiendo que el Factor B (Bb) se una a C3b, acelerando el decaimiento de la con-
vertasa C3 y promoviendo el clivaje de C3 por el Factor |. C4BP inhibe la via clasica del complemento
(y la de lectinas) interfiriendo con el ensamble de la convertasa C3, acelerando su decaimiento y
promoviendo la inactivacion proteolitica de C4b por el Factor I. LenA/LenB y LcpA son ligandos lep-
tospirales para el FH y C4BP humanos, respectivamente. Imagen adaptada de Fraga et al (2010) [9].
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rulentas ni sapréfitas, exhiben quimiotaxis hacia la hemoglobina [69]. En este sentido, se

han identificado hemolisinas y proteinas similares a esfingomielinasas en el serovar Lai [25].

Las hemorragias son comunes en la Leptospirosis, pero aun no se ha elucidado su pa-
tofisiologia con claridad. El sangrado podria ser resultado de un defecto en la hemostasia
primaria o un desbalance de la hemostasia secundaria debido a la deplecién de las proteinas
de la coagulacion [70]. La trombocitopenia es una caracteristica bien documentada de la
Leptospirosis y tiene una alta incidencia, pero se desconoce su mecanismo y existen contro-
versias entre varios autores. Varios genes de L. interrogans codifican proteinas con una
homologia cercana a proteinas de origen animal que poseen roles importantes en la hemos-
tasia [71]. Entre estas proteinas se encuentra una proteina similar a la acetilhidrolasa del
factor activador de plaquetas (PAF) de mamiferos, un ortélogo de paraoxonasa (que hidroli-
za el PAF) y dos proteinas con homologia al dominio tipo A del factor von Willebrand (vVWF),
gue primeramente fueron descriptas en el serovar Lai, y son las proteinas BatA y BatB. To-
das estas proteinas, en conjunto con una colagenasa que también se ha identificado en el
genoma de L. interrogans, podrian contribuir a la pérdida de la hemostasia en la Leptospiro-

Sis.

1.3. Modelos animales

El modelo de Leptospirosis en el Golden Syrian hamster esta bien caracterizado y
presenta varias ventajas, incluyendo una susceptibilidad a un amplio rango de cepas paté-
genas de Leptospira [72]. La infecciéon fulminante y diseminada que se observa en los
hamsters es el tipico patron de la enfermedad observada en huéspedes accidentales, por lo
cual resulta un modelo apropiado para estudiar la forma severa de la Leptospirosis humana.
Sin embargo, las herramientas de biologia molecular son limitadas para esta especie animal.
Los cobayos y los gerbos también se utilizan como modelos para estudiar la infeccién acci-
dental fulminante, aunque poseen la misma limitacidon que los hamsters [73]. Por otro lado,
las ratas y los ratones, que son reservorios naturales de la bacteria, son tipicamente resis-
tentes a la Leptospirosis experimental una vez que alcanzan la madurez inmunoldgica. No
obstante, esta resistencia se presenta en distintos grados en los ratones (segun la cepa) y

pueden desarrollar una infeccion subletal en los tubulos renales [74], mientras que las ratas
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se utilizan como modelos de colonizacion renal persistente [75]. Por ultimo, los primates
reproducen la infeccion de manera similar a la observada en humanos, por lo que se los
emplea para estudiar el sindrome hemorrdgico pulmonar que se desarrolla con la forma

severa de Leptospirosis [76].

1.4. Diagnostico

El diagndstico de la Leptospirosis es dificultoso debido a la diversidad de signos clini-
cos que presentan los pacientes, los cuales pueden confundirse con otras enfermedades, y
depende de una variedad de ensayos de laboratorio como la deteccién de anticuerpos es-
pecificos mediante MAT, hemaglutinacion indirecta (IHA) o por ensayos inmuno-enzimaticos
(ELISA). Las leptospiras o sus componentes pueden detectarse en la orina y los tejidos reali-
zando cultivos, o por microscopia de campo oscuro, inmunofluorescencia indirecta, inmu-
nohistoquimica o PCR [10, 18, 25]. Los cultivos crecen muy lentamente, por eso sélo pueden
reportarse como negativos después de un minimo de 6-8 semanas si no se ha observado
crecimiento. No obstante, si se sospecha que el paciente padece la enfermedad, debe co-

menzarse con el tratamiento antibidtico mientras se espera la confirmacion.

El MAT es la prueba de diagndstico seroldgico de referencia, ya que tiene como ven-
taja la elevada especificidad entre serovares, o al menos serogrupos, y alta sensibilidad. Sin
embargo, no permite discriminar entre anticuerpos generados por la infeccion o la vacuna-
cion, lo cual puede ser particularmente problematico en animales, por ejemplo al chequear
si el ganado presenta la enfermedad antes de ser importado o exportado. Generalmente, se
acepta que una infeccion se debe a Leptospira cuando el titulo MAT es 2400 y el paciente ha
estado en contacto con animales y presenta los signos clinicos caracteristicos de la enfer-
medad (fiebre abrupta, dolores musculares, eritrosedimentacion elevada, presencia de leu-
cocitos en la orina, etc). Ademas, se deben tener en cuenta los factores epidemioldgicos
caracteristicos: locacién, temporada climatica, lugar de trabajo, habitat, realizacién de viajes
a areas endémicas, etc. En la actualidad, existen disponibles tests comerciales de diagnésti-

co, como el Dip-S-Ticks (PanBio, Maryland, EEUU), que detecta anticuerpos anti-leptospira.
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Por ultimo, debe realizarse un diagndstico diferencial para descartar enfermedades
con sintomatologia similar a la Leptospirosis, como dengue, influenza, hepatitis virica, fiebre
hemorragica viral, septicemia con ictericia u otras enfermedades semejantes prevalentes
localmente, incluyendo diversas enfermedades eruptivas, paludismo, fiebre de origen des-
conocido, rickettsiosis (fiebre Q, tifus), borreliosis, brucelosis, toxoplasmosis, pielonefritis y

fiebre amarilla.

1.5. Tratamiento

En ausencia de tratamiento especifico, la mayoria de los casos de Leptospirosis agu-
da acaban resolviéndose espontaneamente. Sin embargo, cuando se cuenta con un dia-
gnostico, aunque sea de presuncién, se comienza el tratamiento antimicrobiano con antibi-
Oticos bajo internacion del paciente. Se administra doxiciclina para tratar la forma leve de la
enfermedad (también puede utilizarse como profilactico en personas en condiciones de
riesgo). La ampicilina y la amoxicilina también son utilizadas en estos casos. En personas con
Leptospirosis severa, el tratamiento se realiza con penicilina G (cada 4 horas por via paren-
teral) y ampicilina en dosis mas altas [25]. En los pacientes alérgicos a la penicilina, se admi-
nistra ceftriaxona o tetraciclina. La ceftriaxona tiene como ventaja que puede administrarse
en menor frecuencia (una vez al dia) y la inoculacién puede ser intravenosa o intramuscular.
Ademas, no es infrecuente la didlisis renal en estos pacientes, ya que las leptospiras coloni-

zan los tubulos proximales renales, donde evaden al sistema inmune y se multiplican.

1.6. Maedidas de control y prevencion

La prevencién de la Leptospirosis es dificil sin vacunacién. La Organizacién Mundial
de la Salud recomienda la notificacion inmediata de los casos sospechosos o confirmados a
nivel periférico (en hospitales o laboratorios), y la investigacion de todos ellos. De esta ma-
nera, la vigilancia con base en hospitales permite obtener informacion sobre los casos mas

graves y conocer cuales son los serovares de Leptospira prevalentes en cada region.
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Las recomendaciones de higiene ocupacional, como trajes protectores y evitar las
salpicaduras de agua u orina (por ejemplo, en la ganaderia), son generalmente utiles pero
dificiles de implementar porque impiden el trabajo o son inaceptables para los trabajadores

o empleadores.

Las vacunas para humanos y animales han sido utilizadas desde el afio 1920; la ma-
yoria preparadas a partir de células enteras de Leptospira muertas por una variedad de
métodos, incluyendo calor, formalina, fenol e irradiacidn [18]. El uso de leptospiras viables
avirulentas, atenuadas o sapréfitas no ha tenido aceptacion. No obstante, se han utilizado
vacunas para humanos conteniendo leptospiras enteras muertas en China, luego de inunda-
ciones que resultaron en la exposicién de grandes poblaciones al riesgo de contraer Leptos-

pirosis [1].

En general, las vacunas contienen dos o tres serovares prevalentes localmente. Por
ejemplo, en Cuba se logré producir una vacuna bacteriana trivalente para humanos (vax-
SPIRAL) que contiene los tres serogrupos de leptospiras patdégenas que circulan con mayor
frecuencia en ese pais (Canicola, Pomona e Icterohaemorragiae) [77]. Desde 1997, este pre-
parado de células inactivadas de Leptospira, adsorbidas en un gel de hidroxido de aluminio,
brinda una proteccidén superior al 70% de los inmunizados y su aplicacidn esta recomendada

en personas con riesgo de exposicidon a partir de los 15 afios de edad.

La vacunacién del ganado puede reducir la excrecion de orina y el riesgo de los traba-
jadores, especialmente si se acompafia de programas de concientizacion e higiene en la co-
munidad, y el apoyo de las autoridades responsables de la administracion de la salud publi-
ca humana y veterinaria. Se encuentran disponibles vacunas comerciales para vacas, cerdos
y perros. Por ejemplo, la vacuna anti-leptospirosis para el ganado bovino producida por el
Centro Diagndstico Veterinario (CDV, Argentina), que contiene tres serovares de L. interro-
gans inactivados (Pomona, Wolffi, y Tarassovi); o la vacuna Leptavoid-H® (México) que esta
formulada con cultivos inactivados de L. interrogans serovar Hardjo (Hardjo prajitno) y L.
borgpetersenii serovar Hardjo (Hardjo bovis). Para los perros, en el pais se encuentra dispo-
nible la vacuna inactivada bivalente Nobivac® Lepto, que contiene los serovares Canicola e
Icterohaemorrhagiae de L. interrogans. En todos los casos, se recomienda la vacunacion

anual repetida para mantener la inmunidad y, como sucede con la infeccidon natural, la in-
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munidad esta restringida a los serovares relacionados antigénicamente con aquellos inclui-

dos en las vacunas.
1.7. Impacto socio-econémico

La Leptospirosis es un problema econdmico de suma importancia para la salud publi-
ca y para la industria agropecuaria, ya que el tratamiento de los pacientes requiere hospita-
lizacién y frecuentemente dialisis renal, mientras que en el ganado induce abortos, partos
prematuros, infertilidad, reduccién de la produccién de leche, pérdida de peso y hasta
muerte [78]. Como la Leptospirosis produce en el ganado una infeccién crénica, la industria
agropecuaria sufre una pérdida econdmica adicional cuando se aplican regulaciones de cua-
rentena a nivel nacional y/o internacional. Por la correlacidn directa con la situacién econé-
mica, y al afectar a paises agroexportadores, no sorprende que tenga un fuerte impacto en

un pais como la Republica Argentina.

1.8. Prevalencia e incidencia en la Republica Argentina

En la Republica Argentina, la incidencia en la poblacién humana es de aproximada-
mente 18% de positividad serolégica frente a Leptospira spp. cuando se evallan sueros de
pacientes sospechosos. Por el contrario, el porcentaje varia entre el 2 y el 6% en la pobla-
cion general (comUnmente no expuestos al riesgo de contraer Leptospirosis). Aproximada-
mente el 28% de los casos clinicos detectados corresponde a dreas densamente pobladas,
razén que clasifica a la enfermedad como una zoonosis urbana importante de notificacién
obligatoria, pudiendo presentarse tanto en forma esporadica como en brotes epidémicos

[79].

Los brotes mas importantes ocurridos en nuestro pais fueron en 1976 (Buenos Ai-
res), 1998 (Santa Fe), 2003 (Santa Fe) y 2007 (Santa Fe y Entre Rios) (Figura 1.8); éste ultimo
ha sido el mas importante, reportandose mas de 700 casos. En los primeros 2 meses del ano
2010, se informaron 32 casos en la provincia de Santa Fe, 6 de los cuales resultaron fatales.
Durante la década de 1970, se identificaron 12 serovares distintos en los pacientes infecta-

dos, aunque los serovares mas frecuentes fueron Bratislava, Icterohaemorrhagiae y Butem-
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bo. En el periodo 1984-1994, el 41% de los casos se debieron a infecciones con L. interro-

gans serovar Canicola.

En nuestro pais, los reservorios mas comunes son las ratas, los cerdos, los caballos y

los perros. En Buenos Aires, el 25-40% de las ratas y el 10-60% de los perros son seropositi-
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Figura 1.8. Casos reportados de Leptospirosis en Argentina entre los afios 1997 y 2010. La ma-

yoria de los casos fueron informados en Gran Buenos Aires y en las Provincias de Santa Fe, Entre
Rios, Cérdoba y Neuquén. Imagen adaptada de la Base de Datos Guideon de Enfermedades In-
fecciosas.

vos para Leptospira spp, frecuentemente a los serovares Canicola y Pyrogenes.
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OBIJETIVOS GENERALES
Para este trabajo de Tesis se plantearon los siguientes objetivos generales:

1. Caracterizar las proteinas BatA y BatB, y evaluar su rol en la patogénesis de Lep-

tospira interrogans.

2. Evaluar las consecuencias renales y humorales de la deplecion de los neutrdfilos

en ratones infectados con Leptospira interrogans.

3. Analizar la relacion entre el polimorfismo del gen codificante para TLR2 humano

y la susceptibilidad a la Leptospirosis.

Los objetivos especificos se detallaran en cada Capitulo.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION
DE LAS PROTEINAS
BatA Y BatB




CAPITULO II: CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS BatA Y BatB

2.1. Introduccion

El secuenciamento completo de los genomas ha tenido un impacto enorme en el
campo de la microbiologia. Por ejemplo, el secuenciamento completo del genoma del sero-
grupo B de Neisseria meningitidis representd una nueva estrategia para la identificacion de
candidatos vacunales, finalizando con cuatro décadas de esfuerzo continuo utilizando técni-
cas convencionales. Esta técnica, denominada ahora vacunologia reversa, ha sido aplicada
en los ultimos afios revolucionando el area de investigacion en vacunas, ya que ha permitido
el disefio de vacunas comenzando con la prediccién de todos los antigenos in silico, inde-
pendientemente de su abundancia y sin la necesidad de cultivar el microorganismo in vitro

[80].

Actualmente hay seis secuencias gendmicas de Leptospira publicadas: dos serovares
de L. interrogans (Lai y Copenhageni), dos de L. borgpetersenii serovar Hardjo y dos cepas de
L. biflexa serovar Patoc [22, 71, 81, 82]. El genoma de Leptospira interrogans serovar Co-
penhageni (LIC) consiste de 2 cromosomas circulares con un total de 4.627.366 pb, corres-

pondiendo 4.277.185 pb al cromosoma | y 350.181 pb al cromosoma Il (Figura 2.1).

La diferencia mas importante entre los genomas de L. interrogans y L. borgpetersenii
es que éste ultimo posee un numero alto de pseudogenes, secuencias de insercidon y acumu-
lacion de mutaciones puntuales disruptivas que se concentran en genes de percepcidon am-
biental, transporte y utilizacion de metabolitos. Por esta razén, mientras que L. interrogans
puede sobrevivir extensos pasajes en entornos acuaticos hasta encontrar un huésped mami-
fero, L. borgpetersenii sobrevive pobremente en el medio ambiente. Se ha concluido que L.
borgpetersenii se encuentra en un proceso evolutivo hacia una dependencia estricta de un
ciclo de transmision huésped-huésped [81]. Por otra parte, la especie saprofita L. biflexa
posee un tercer replicdn circular de 74.000 pb (p74) que no estd presente en las especies
patdgenas y que codifica para genes housekeepers o “maestros”. Se han encontrado orté-
logos de estos genes en el cromosoma | de L. interrogans, lo cual sugiere que p74 es esen-

cial para la supervivencia de L. biflexa.
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Figura 2.1. Mapa circular de los dos cromosomas de Leptospira interrogans. Los circulos 1y 2
(de afuera hacia adentro) muestran todas las regiones codificantes (hebra directa y comple-
mentaria) en distintos colores, segun su funcidn; el circulo 3 muestra el contenido de G + C. Los
numeros del circulo externo indican las pares de bases. Los genes del rRNA, rrl, rrs y rrf corres-
ponden a las subunidades 23S, 16S y 5S, respectivamente. Nota: Los dos replicones no han sido
dibujados a escala. El tamafio del cromosoma Il (Cll) es 12 veces menor con respecto al cromo-
soma | (Cl). Imagen adaptada de Nascimento et al (2004) [4].
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La comparacion gendmica de dos especies patdgenas y una saprdfita ha identificado
2052 genes comunes a todos, el genoma base de Leptospira, sugiriendo un origen comun

para todas las especies [1].

El analisis del genoma de LIC ha revelado diversos genes que podrian poseer valor ya
sea como candidatos para diagndstico, vacunales o por su posible rol en la patogénesis. Por
ejemplo, se encontraron 263 posibles proteinas de membrana expuestas en la superficie,
aunque solo unas pocas, aun hoy, han sido caracterizadas a nivel molecular [4, 22]. Otros
genes de interés son los que codifican para posibles lipoproteinas, ya que podrian activar al
sistema inmune innato a través de receptores tipo Toll [14, 83]. En este sentido, se han
identificado 184 lipoproteinas que podrian estar implicadas en la patogénesis de la enfer-
medad. La mayoria contintdan siendo hipotéticas, es decir que no se han identificado en otro
organismo, y sélo algunas docenas han sido publicadas [60, 62, 84-87]. Cabe destacar que

hasta la fecha sélo se han descripto dos factores de virulencia, Loa22 y HtpG [63, 64].

En este trabajo se propuso el estudio de dos proteinas hipotéticas (al momento de
comenzar el estudio, ver mas adelante), detectadas en la base de datos del Proyecto Geno-
ma de Leptospira interrogans serovar Copenhageni. Se trata de las proteinas BatA y BatB,
codificadas por los genes lic20040 y lic20041, respectivamente. De aqui en adelante se refe-

rird a ellas como LIC20040 y LIC20041 (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Genes de Leptospira interrogans serovar Copenhageni seleccionados in silico

% de identidad en otras Leptospiras

L. interrogans serovar Lai (100%), L. interro-
lic20040 gans serovar Pomona (99%), L. kirschneri sero- 963 321 364 1-27 34.4
var Bim (95%), L. biflexa serovar Patoc (48%)

L. interrogans serovar Grippotyphosa (99%), L.
lic20041 kirschneri serovar Bim (92%), L. borgpetersenii 1044 348 39.2 1-24 37.6
serovar Hardjo-bovis (81%)

Nts: nucledtidos (en pares de bases, pb), aa: aminoacidos, MM: masa molecular (en kilo Daltons.
kDa), PS: péptido sefial (en aminodacidos).
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Los genes bat fueron descriptos por primera vez en un fenotipo mutante de la bacte-
ria Gram-negativa Bacteroides fragilis, un bacilo anaerobio obligatorio que es la especie ais-
lada con mayor frecuencia de las infecciones intraperitoneales e intra-abdominales en
humanos [88, 89]. De entre las especies intestinales, B. fragilis es la que presenta mayor
aerotolerancia ya que es capaz de sobrevivir largos periodos de exposicidn al oxigeno [90,
91]. Tang y colegas generaron una coleccién de células B. fragilis mutantes mediante la utili-
zacién de un transposoén, y evaluaron el crecimiento de los mutantes individuales en cultivo
de tejidos en monocapas [92]. Los candidatos que mostraron defectos en el crecimiento
fueron evaluados para comprobar si presentaban alteraciones en la aerotolerancia, y asi
aislaron un mutante donde el transposdn se habia insertado en una proteina de 68 kDa. Esta
proteina luego fue identificada como BatD, la cual se encuentra codificada dentro de un
operdn (Batl) que contiene otras cuatro proteinas dispuestas en tandem, denominadas Ba-
tA, BatB, BatC y BatE. Ademas, demostraron que estos cinco genes co-expresan, ya que in-
activando cualquiera de ellos disminuia la aerotolerancia de la bacteria. Incluso, cuando el
mutante era complementado con un pldsmido que contenia el operdn completo, los niveles
de aerotolerancia volvian a elevarse. De alli que denominaran a estos genes “bat” por Bac-

teroides aerotolerance genes.

Todas estas proteinas contienen potenciales dominios transmembrana en sus ex-
tremos N-terminales, los cuales podrian servir de sefales de exportacién hacia la membrana
de B. fragilis. Por otro lado, los genes batC y batE contienen secuencias similares a repeti-
ciones tetratricopéptido (TPRs), los cuales son motivos comiUnmente encontrados en inter-
acciones proteina-proteina. En conjunto, los productos de estos cinco genes formarian un
complejo de proteinas [92]. Debido a que el crecimiento del mutante en cultivo de tejidos
en monocapa mejord con la adicion de agentes reductores al medio, los autores propusie-
ron que las proteinas Bat podrian estar involucradas en la exportacién de equivalentes de
poder reductor al espacio peripldsmico, o funcionar reduciendo proteinas periplasmicas

especificamente, a la vez oxidando equivalentes de poder reductor en el citoplasma.

Las leptospiras, a diferencia de B. fragilis, son bacterias aerobias estrictas. Sin em-
bargo, carecen de la mayoria de las enzimas necesarias para combatir el estrés oxidativo
encontradas en otras especies de bacterias, y son mas susceptibles que otros microorganis-

mos a la muerte mediada por perdxido de hidrégeno (H,0,) [47]. Las especies reactivas del
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oxigeno, incluyendo el H,0, y los radicales superdxido (O,’) e hidroxilo (OH’), son moléculas
altamente reactivas que resultan perjudiciales para las bacterias, ya que inactivan proteinas
y daian el DNA vy los lipidos. Se ha propuesto que las proteinas Bat de Leptospira podrian
actuar compensando parcialmente esta falta de enzimas del estrés oxidativo, otorgando una

linea de defensa adicional contra el dafio por oxidacién [22].

Se han encontrado homdlogos de los genes bat en una variedad de procariotas, in-
cluyendo todas las familias que comprenden el filum Spirochaetes, pero el numero vy la
combinacién de los genes varia segun la especie. En L. interrogans, por ejemplo, sélo se en-
contraron 4 homologos: batA, batB, batC y batD [4]. Los homdlogos bat incluso estan pre-
sentes en L. borgpetersenii, especie que aparentemente se encuentra atravesando una re-
duccién en su genoma, lo cual sugiere que son genes que confieren ventajas evolutivas a las
espiroquetas. Al igual que en B. fragilis, los genes bat de L. interrogans codifican para hélices
transmembrana, péptidos senales potenciales y motivos de interaccién proteina-proteina,
siendo factible que formen un complejo multiproteico en el periplasma. Como excepcién, no
se han encontrado homélogos de los genes bat en la espiroqueta Treponema pallidum, el

agente causal de la sifilis en humanos.

El principal interés en estudiar los genes /ic20040 (batA) y 1ic20041 (batB) radica en

gue los mismos codifican proteinas con un dominio von Willebrand tipo A (VWA).

El factor von Willebrand (VWF) es una glicoproteina multimérica de alto peso mole-
cular que es producida por las células endoteliales y los megacariocitos (precursores de las
plaquetas), y es almacenada en granulos. Su funcién es permitir que las plaquetas se adhie-
ran de manera estable a la superficie de los vasos endoteliales dafiados para que pueda
formarse el coagulo sanguineo primario. En condiciones fisiolégicas normales, el VWF y
otros componentes implicados en la coagulacion (coldageno vy el factor tisular) no son accesi-
bles. Sin embargo, cuando se lesiona el endotelio, se exponen al flujo sanguineo y las pla-
guetas los utilizan como ligandos para adherirse y activarse. Una vez activadas, las plaquetas
comienzan a agregarse mediante la interconexion del vWF vy fibrindgeno, formando un
tapén plaquetario. De esta manera, la agregacidn de las plaquetas completa la hemostasia
primaria y da paso a la hemostasia secundaria, también conocida como coagulacién, que

culmina con la reparacion del vaso sanguineo [93].
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Las formas mutantes del vVWF estan implicadas en la etiologia de diversos trastornos
hemorragicos (enfermedad de von Willebrand) [94]. Las proteinas que poseen dominios
VWA participan en numerosos eventos biolégicos, como adhesion celular, migracién, forma-
cion de patrones y transduccién de sefiales, que involucran la interaccidon con una gran va-
riedad de ligandos [95]. Los dominios VWA son plegamientos Rossmann que consisten de
una ldmina B entre multiples hélices a [96]. Muchos de estos dominios unen iones metalicos
a través de un motivo de secuencia incontinua llamada “sitio de adhesion dependiente de
ion metdlico” (MIDAS). Recientemente, se han identificado dominios intracelulares VWA vy
homdlogos en procariotas. De los 148 dominios procaridticos registrados en las bases de
datos, 90 contienen las palabras “hipotético”, “putativo”, “marco de lectura abierto” u
“ORF” (del inglés, open reading frame) o “desconocido” en sus descripciones, indicando que

la mayoria estdn en proteinas de funcién desconocida.

Mas del 80% de los dominios VWA procariotas tienen un motivo MIDAS imperfecto,
indicando que la coordinacién con un catién divalente podria ser importante en la funcién
de la proteina. Entre las bacterias, se encontraron 132 proteinas con dominios VWA en 49
especies diferentes. La mitad de los genomas bacterianos carecen de proteinas con domi-

nios VWA vy, cuando estdn presentes, no son homadlogos claros entre si [97].

2.2. Objetivos especificos

Los objetivos de este trabajo fueron analizar la presencia de BatA y BatB en varios se-
rovares de Leptospira, clonar los genes 1ic20040 y lic20041, expresar las proteinas recombi-
nantes BatA (LIC20040) y BatB (LIC20041), purificarlas y replegarlas a su conformacién nati-
va. Una vez obtenidas las proteinas recombinantes, producir el suero policlonal anti-BatA y
anti-BatB, analizar la antigenicidad de las proteinas utilizando suero convaleciente humano y
también su expresién in vivo. Ademas, estudiar la localizacién celular de BatA y BatB, y ca-

racterizar la actividad bioldgica de las proteinas recombinantes en plaquetas.
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2.3. Resultados
2.3.1. Cultivo de diferentes cepas de Leptospira

Las leptospiras se cultivaron en medio EMJH a 30 °C durante un minimo de 15 dias,
en aerobiosis y oscuridad. El crecimiento bacteriano se evidencié por la formacién del carac-
teristico anillo de Dinger en los medios semisélidos y turbidez del medio en los cultivos
liguidos, confirmdandose mediante visualizacién en microscopio de campo oscuro (Figura
2.2). Las cepas patogénicas cultivadas fueron L. interrogans serovar Copenhageni (L1-130),
Canicola (Hond Utrechet IV), Grippotyphosa (Moskva V), Icterohaemorrhagiae (RGA) y Po-
mona (Pomona); las de patogenicidad intermedia, L. borgpetersenii serovar Ballum (Caste-
llonis Castellon 3) y Tarassovi (Perepelicin); y la especie sapréfita L. biflexa serovar Patoc

cepa Patoc I.

2.3.2. Andlisis bioinformdtico

Los genes [ic20040 de 963 pb y /ic20041 de 1044 pb fueron identificados en el cro-
mosoma Il mediante analisis de los posibles ORFs en el genoma de Leptospira interrogans
serovar Copenhageni [4, 22]. Ambas proteinas fueron predichas como proteinas hipotéticas.
LIC20040, llamada BatA, tiene un peso molecular supuesto de 36,4 kDa y 321 aminodcidos;
mientras que LIC20041 o BatB posee un peso molecular de 39,2 kDa y 348 aminoacidos.

Segun el servidor SMART, LIC20040 posee un péptido senal que se extiende del aminoacido

Grippo- icterohae- Copenha-
Ballum Canicola typhosa morrhagiae geni Patoc Pomona Tarassovi

Zona de
Dinger

Figura 2.2. Cultivo de diferentes especies de Leptospira. Las bacterias se cultivaron en medio
EMJH semisélido a 30 °C y aerobiosis. Notese la formacion del caracteristico anillo de Dinger, don-
de se concentra el crecimiento bacteriano.
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1 al 27, un dominio VWA entre los aminodcidos 93 y 275, y una regién de baja complejidad
entre los aminodacidos 298-317 (Figura 2.3). LIC20041 también presenta un péptido sefial y
un dominio VWA que se extienden entre los aminodcidos 1-24 y 90-299, respectivamente.
Ademas, posee dos regiones transmembrana ubicadas entre los aminoacidos 53-75 y 314-
333. Los dominios VWA, también predichos por el servidor PFAM, podrian tener un rol en la

adhesion, la interaccién proteina-proteina o la unién de ligandos.

Al momento de comenzar este estudio, la localizacién celular de estas proteinas no
era clara. Por un lado, el servidor web PSORT predijo que ambas eran proteinas citoplasma-
ticas de membrana, y por otro lado, el servidor PredictProtein las identific6 como proteinas
peripldsmicas. Este servidor clasificé a LIC20040 como una proteina mixta, teniendo una
composicion de estructura secundaria de 51,25% hélices alfas y 9,38% laminas beta.
Ademas, 50,31% de los aminoacidos tienen el 16% de su superficie expuesta al solvente.
LIC20041 también es una proteina mixta que se compone de 47,55% hélices alfas y 11,25%
[aminas beta, con una accesibilidad al solvente de 53,03%. El analisis de alineamiento de
ambas proteinas mostré homélogos con 100% (LIC20040) y 99% (LIC20041) de identidad en
L. interrogans serovar Lai. La Tabla 6.2 (Capitulo VI) enumera los servidores empleados en el
analisis bioinformatico. Teniendo en cuenta que LIC20041 posee regiones transmembrana
pero LIC20040 no, y que sus secuencias se encuentran codificadas en el mismo operdn (ver
Discusion), es posible teorizar que LIC20041 se encuentra atravesando la membrana interna
de la bacteria con acceso al espacio periplasmico, y que interacciona con LIC20040 que se
encuentra anclada a la cara interna de la membrana (en el citosol), directa o indirectamente

(Figura 2.4).

LIC20040 (BatA) LIC20041 {BatB)

N C N VWA c
1-27 298-317 1-24
Pep:udlo 93 275 Region de baja Pepf"’l° 53-75 90-299 314333
sefia complejidad senal  pegion Region
transmembrana transmembrana
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Membrana externa

555555666655655G
LS

Espacio
periplasmico

Membrana interna

Citosol

Figura 2.4. Representacion esquematica de la localizacion de LIC20040 y LIC20041. La proteina
LIC20041 atravesaria la membrana interna de Leptospira e interaccionaria con el periplasma y con
LIC20040 en el citosol. La interaccidn podria ser directa o con ayuda de proteinas accesorias.

2.3.3. Distribucion de los genes 1ic20040 y lic20041 y andlisis transcripcional entre

cepas de Leptospira

La presencia de los genes /ic20040 y 1ic20041 en L. interrogans serovar Copenhageni,
asi como en otras 7 cepas de Leptospira (incluida la saproéfita L. biflexa serovar Patoc) que
fueron cultivadas en nuestro laboratorio, se examiné por PCR utilizando un par de oligonu-
cledtidos disefiados segun la secuencia del genoma de LIC, sin incorporar el péptido sefial
(Tabla 6.3, Capitulo VI). Fueron amplificados un producto de 906 pb correspondiente a
LIC20040 y uno de 996 pb correspondiente a LIC20041 en todos los genomas, incluyendo la

especie saprofita (Figura 2.5A).

La distribucidn transcripcional fue evaluada mediante amplificacién por PCR de
muestras de RNA total extraido de las mismas leptospiras mencionadas anteriormente,
transcriptas en reverso (RT-PCR) para obtener el DNA complementario (cDNA). En este caso,
todas las cepas mostraron la presencia de los transcriptos, con excepcién del transcripto de
1ic20040 en L. interrogans serovar Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae y Pomona (Figura
2.5B). El transcripto de /ic20041 amplificé tenuemente en L. interrogans serovar Grippotyp-
hosa e Icterohaemorrhagiae. Se descartd la contaminacién con DNA ya que no se observd
amplificacién en ausencia de transcriptasa reversa. Ademas, se constaté la integridad del

RNA total utilizado en el experimento de PCR con transcriptasa reversa por la presencia de
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un fragmento de cDNA de 331 pb en todas las muestras, correspondiente al RNA 16s ribo-

somal (rRNA 16s).
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Figura 2.5. Analisis gendmico y transcripcional de los genes /ic20040 y 1ic20041 en diferentes
cepas de Leptospira. A) Amplificacién de los genes por PCR empleando oligonucledtidos especifi-
cos. B) RT-PCR de los genes utilizando los mismos oligonucleétidos, en presencia (+) o ausencia (-)

de transcriptasa reversa. En ambos casos, se amplificé el gen 16s del RNA ribosomal para compro-
bar la integridad de las muestras. MW= longitud en pares de bases.
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2.3.4. Clonado, expresion y purificacion

En primer lugar, se amplificaron los genes /ic20040 y lic20041 por PCR con oligonu-
cleétidos especificos y se clonaron en el vector comercial pGEM-T Easy. Luego, estos frag-
mentos de DNA fueron subclonados en el vector de expresion pAE [98] (Figura 2.6), verifi-
cando que el marco de lectura fuera correcto mediante secuenciacion (Figura 2.7). A conti-
nuacién, se indujo la expresion de las proteinas recombinantes rLIC20040 y rLIC20041 en
Escherichia coli BL21 (Sl), como proteinas de fusién con una cola de 6 histidinas (6x His-Tag)

en el extremo N-terminal.

Es conocido que en las expresiones heterdlogas, las proteinas recombinantes que se
producen en gran cantidad agregan formando “cuerpos de inclusién”, los cuales decantan
con el resto de la fraccidn insoluble bacteriana [99]. Estos cuerpos de inclusién contienen la
proteina recombinante de interés en un alto grado de pureza, aunque no en su forma ple-
gada nativa. Por lo tanto, si bien resulta ventajoso recuperar la proteina de interés a partir
de estos agregados, tienen como desventaja la necesidad de pasos posteriores de replega-

do.

En este trabajo, las fracciones insolubles que contenian los cuerpos de inclusién ricos
en proteina recombinante fueron solubilizadas y purificadas mediante IMAC con una resina
cargada con niquel. Este cation interacciona con las histidinas fusionadas a la proteina y las
retiene mientras los contaminantes se eliminan, y luego la proteina recombinante es eluida

por competicion con imidazol, el cual también interacciona con el niquel [100].

HindIII (1) HimITI (1) LIC20040 LIC20041
Terminador de transcripcion T7 Terminador de transcripcién T7 iy

LIC20040 (BatA Ori F1
(Batd) e LIC20041 (BatB) Origen F1 2080 pb —
1500 pb’ R s -
Promotor bla Promotor bla 1§§§ pE . % &
it 8 PAE-LIC20040 PAE-LIC20041 St
is Tag Ban#l (2782 600 pb
Promotor T7- 3669 pb His Tag 500 pb
Promotor 17?_—'1" 400 pb
300 pb
Ampicilina (bla) R ‘Ampicilina (bla) R 200pb S

100 pb S

A B C

Figura 2.6. Construccion de los vectores de expresion. Luego de amplificar los marcos de lectura
de los genes [ic20040 vy 1ic20041 (sin la secuencia del péptido sefial) por PCR empleando oligonu-
cledtidos especificos (C), se digirieron los fragmentos con las enzimas de restriccion BamH1 y Hin-
dlll, asi como también él plasmido pAE. La ligacion dio origen a las construcciones pAE-LIC20040
(A) y pAE-LIC20041 (B).
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Figura 2.7. Cromatogramas representativos de secuenciacion. Se verificé el marco de lectura de
las construcciones pAE-LIC20040 y pAE-LIC20041. Se han resaltado el coddn de inicio de traduc-
cion, la cola de 6 histidinas consecutivas (His-Tag) y la secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion BamH1.

Todas las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE 10%, donde se observo que
solo la proteina rLIC20040 pudo ser expresada. Las fracciones que contenian la proteina
rLIC20040 se dializaron a fin de replegar la misma y obtenerla en su forma nativa (Figura
2.8A). La expresion se confirmd mediante Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal
anti-HisTag, el cual reconoce de forma especifica la cola de 6 histidinas fusionada a la pro-

teina recombinante (Figura 2.8B).

Se intentd obtener la proteina rLIC20041 empleando otras cepas de bacterias como
E.coli BL21 (DE3) o BL21 (DE3) pLyss. Las cepas DE3 contienen un profago A que conlleva el
gen de la RNA Polimerasa T7 y el gen inhibidor lacl. La expresién a partir de los plasmidos
transformados que contienen un promotor T7 es reprimida hasta que el agregado de IPTG
induce la RNA Polimerasa T7 de un promotor /ac. Debido a que en ocasiones las proteinas
recombinantes pueden resultar toxicas para las células, y esto puede afectar el rendimiento
de la expresion, resulta conveniente inhibir la expresion basal hasta que el cultivo haya al-
canzado el crecimiento éptimo. Las cepas que contienen el pldsmido pLysS codifican un fago
T7 lisozima, el cual inhibe la T7 Polimerasa, eliminando casi por completo la expresién basal

hasta el momento de la induccidn. Se ensayaron diferentes condiciones de expresion, modi-
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ficando la temperatura (4, 10, 25, 30 y 37 °C), el medio de cultivo (medio TB, que posee ma-
yor concentracién de triptona y contiene fosfatos) y la concentracién de inductor (IPTG 0,5,

1y 1,5 mM), sin embargo, no se pudo obtener la proteina rLIC20041.

Como ultima estrategia, se clond el ORF de LIC20041 en el vector de expresion co-
mercial pRSETa y se ensayaron las condiciones de expresién ya mencionadas, pero nueva-
mente no se observd expresidn de la proteina. Por lo tanto, continuamos sélo con la carac-

terizaciéon de LIC20040.

A B
MW NI | rP Control  rLIC20040
97 kDa | - K2 34440
45 kDa .
34.4

F -
30 kDa ——
20 kDa

14 kDa\

Figura 2.8. Expresion a 30°C y purificacion de la proteina rLIC20040. A) SDS-PAGE 10% de mues-
tras de cultivos de bacterias BL21 S| transformadas con el plasmido pAE-LIC20040, sin inducir (NI)
o luego de 3 horas de induccion (1) con cloruro de sodio 0.3 M final, y purificacion de la proteina
recombinante (rP) mediante cromatografia de afinidad a metales (Ni*>-NTA). MW= peso molecu-
lar. B) Western Blot de la proteina rLIC20040 replegada utilizando el anticuerpo anti-HisTag. La
membrana se incubd con anti-mouse HRP y se reveld con OPD por luminiscencia (ECL). Como
control positivo se utilizd la proteina recombinante Bsp22 de Bordetella pertussis fusionada a la
toxina colérica B.
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2.3.5. Produccion de antisuero anti-LIC20040

Disponer de un suero capaz de reconocer a la proteina de interés es importante para
su posterior caracterizacion. El antisuero se obtuvo administrando 10 ug totales (50 pg/ml)
de la proteina rLIC20040 soluble a ratones BALB/c por via subcutdnea, con hidréxido de
aluminio como adyuvante. Luego de cada inmunizacion, los ratones fueron sangrados y los
sueros colectados se titularon por ensayo de ELISA (Figura 2.9). Se observo la presencia de
anticuerpos anti-rLIC20040 a partir de la tercera inmunizacién, con la maxima titulacién en

la cuarta inmunizacioén (P < 0,0001).
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Figura 2.9. Titulacién de los sueros obtenidos en las inmunizaciones de ratones Balb/c con la pro-
teina rLIC20040. La placa fue sensibilizada con la proteina recombinante LIC20040 o BSA (control
negativo) e incubada con el suero anti-LIC20040. Luego, se incubd con anti-mouse-HRP, se reveld
por método colorimétrico (OPD) y la absorbancia se midid a 492 nm. Las barras representan el
promedio £ SEM. ***p < 0,001; ****pP < 0,0001.

2.3.6. Expresion in vivo del gen lic20040

Se evalud la presencia de LIC20040 durante la infeccion con LIC por Western blot. Pa-
ra ello, se analizaron las proteinas totales de los rifiones de ratones C3H/Hej infectados con
LIC experimentalmente luego de 14 dias de infeccidn, y de ratones no infectados que se usa-
ron como controles. Estas muestras se sembraron en un SDS-PAGE 10%, se transfirieron a
una membrana de PVDF y se expusieron a un anticuerpo que reacciona contra B-actina para

corroborar que la cantidad de proteinas de cada muestra era similar (Figura 2.10). Luego de
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un tratamiento de stripping para despegar este anticuerpo, la membrana se incubd con el
suero policlonal anti-rLIC20040. La propia proteina recombinante se utilizd como control

positivo.

Se observé la presencia de una banda de proteina de mayor peso molecular que
LIC20040 (34,4 kDa) en los rifiones infectados. Este peso molecular tampoco se corresponde
al de la proteina con la secuencia del péptido seiial (36,4 kDa). Esto sugiere que LIC20040
sufriria modificaciones postraduccionales y/o que formaria un heterodimero con otra pro-
teina cuando se expresa in vivo. Esta interaccion seria muy estable ya que resiste la accidn
del agente reductor presente en el buffer de siembra de las muestras (B-mercaptoetanol) y

la desnaturalizacion por calor.
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2.3.7. Andlisis de antigenicidad de LIC20040

Mediante un ensayo de ELISA se evalud la presencia de anticuerpos IgG contra
rLIC20040 en sueros de tres pacientes convalecientes de Leptospirosis, previamente confir-
mados por MAT, y en sueros de tres donantes sanos (controles) (Figura 2.11A). Aunque
rLIC20040 fue reconocida por sueros de pacientes convalecientes, los niveles fueron relati-

vamente bajos (P <0,001; Figura 2.11B).
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2.3.8. Localizacién celular de LIC20040

Para este ensayo, se fijaron leptospiras viables (LIC) en paraformaldehido (PFA) 4% o
se hirvieron para desintegrarlas. Estas suspensiones de bacterias se utilizaron en un ensayo
de ELISA, donde se incubaron con el suero policlonal anti-rLIC20040. Aunque se observd
mayor reactividad en las leptospiras hervidas (P < 0,001), también se observo reactividad en
las leptospiras fijadas con PFA (Figura 2.12). Teniendo en cuenta la hipdtesis sobre la locali-
zacién de LIC20040 en L. interrogans serovar Copenhageni (Figura 2.4), este ensayo sugiere
qgue la proteina se ubicaria en el citosol de LIC, aunque serian necesarios mas estudios para

determinar si esta anclada a la membrana interna de la bacteria o no.
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Figura 2.12. Reactividad del suero policlonal anti-rLIC20040. El ensayo se realizd sobre una placa
sensibilizada con LIC fijada en paraformaldehido (entera), LIC hervida (desnaturalizada). Se revelé
por método colorimétrico (OPD) y la absorbancia fue medida a 492 nm. Las barras representan el
promedio £ SEM. ***P < 0,001.

2.3.9. Ensayo de agregacion plaquetaria

Como se menciond anteriormente, la proteina LIC20040 posee un dominio von Wi-
llebrand tipo A (VWA) en su secuencia que podria tener efecto sobre la hemostasia, ya que
este dominio podria reconocer el receptor para el vWF sobre la superficie plaquetaria, la
glicoproteina GPlb, que forma complejo con las GPIX-V. La interaccién del vWF con la GPlb
induce la aglutinacion de las plaguetas. Teniendo en cuenta que en condiciones fisioldgicas
el vVWF es esencial para la adhesion de las plaquetas frente a una lesidn endotelial, y tam-
bién participa en la agregacion plaquetaria, se propuso caracterizar la actividad bioldgica de
la proteina rLIC20040, con su dominio VWA, realizando un ensayo de agregacién de plaque-
tas humanas inducido por ristocetina. El ensayo de actividad de cofactor de ristocetina
(VWF:RCo) es el método de elecciéon para medir la actividad del vWF, ya que representa su
expresion funcional. El antibiético ristocetina induce un cambio en la densidad de cargas de
la membrana plaquetaria y en la conformacién del vWF, facilitando asi la interaccién entre

el vWF y la GPIb.

Para la caracterizacion, se incubaron plaquetas humanas lavadas (libres de plasma y
resuspendidas en buffer Tyrode) con 100 ul de plasma pobre en plaquetas (PPP) como fuen-

te de VWF, o con la proteina recombinante en dos concentraciones diferentes: 1) la misma
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concentracion empleada para la obtencién de anticuerpos anti-rLIC20040 que resultd efi-
ciente para activar la respuesta inmune en los ratones BALB/c (50 pg/ml o 10 pg totales) y 2)
una concentracién diez veces superior (500 pg/ml o 100 ug totales). Luego, las plaquetas se
estimularon con la adicién de ristocetina (1 mg/ml). La agregacién plaquetaria se midid en
un agregémetro como la disminucién de la densidad dptica (DO) en funcién del tiempo, es
decir, a menor DO, mayor porcentaje de agregacion. Los resultados obtenidos demuestran
gue mientras la presencia de PPP permitié una respuesta maxima de agregacién plaqueta-
ria, ninguna de las concentraciones de la proteina LIC20040 recombinante que se ensaya-

ron fue capaz de activar a las plaquetas (Figura 2.13).
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2.4. Discusion

Cuando comenzamos este trabajo de Tesis nos enfocamos en la caracterizacién de
las proteinas BatA (LIC20040) y BatB (LIC20041), ya que ambas poseen homdlogos predichos
de dominios von Willebrand tipo A (Figura 2.2), un dominio ampliamente caracterizado.
Ambas proteinas poseen un péptido sefial en su extremo N-terminal, pero sdlo BatB contie-

ne hélices transmembrana. Es probable que BatB se encuentre atravesando la membrana
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interna de la bacteria, estando en contacto tanto con el periplasma como con el citoplasma
(Figura 2.3), y que interactle con BatA que se encuentra en el citosol, un hecho que obtuvo
soporte parcial en nuestro ensayo de localizacion celular (Figura 2.10). Ambos genes fueron
amplificados en los genomas de las siete especies patdgenas evaluadas en este trabajo, a
saber, L. interrogans serovar Copenhageni (L1-130), Canicola (Hond Utrechet IV), Grippo-
typhosa (Moskva V), Icterohaemorrhagiae (RGA) y Pomona (Pomona); L. borgpetersenii se-
rovar Ballum (Castellonis Castellon 3) y Tarassovi (Perepelicin); y también en la especie
saprofita L. biflexa serovar Patoc (Patoc I) (Figura 2.4A). No obstante, los transcriptos de
1lic20040 no fueron detectados en L. interrogans serovar Grippotyphosa, Icterohaemorr-

hagiae y Pomona bajo las condiciones dptimas de cultivo in vitro ensayadas (Figura 2.4B).

Debido a que sélo fue posible obtener LIC20040 recombinante (Figura 2.5-2.6) y an-
tisuero contra ella (Figura 2.7), el resto de los ensayos bioldgicos se centraron en esta pro-
teina. En ratones C3H/Hel infectados con L. interrogans serovar Copenhageni (LIC), el pro-
ducto de este gen sufriria modificaciones postraduccionales y/o formaria heterodimeros
estables (Figura 2.8), lo cual explicaria las dificultades encontradas durante su purificacion.
Por otro lado, la proteina fue reconocida por sueros de pacientes convalecientes de Leptos-
pirosis (Figura 2.9), es decir, la proteina también se expresa durante la infeccién en huma-
nos. En cuanto a la caracterizacién de la funcidn biolégica de LIC20040, se demostrd in vitro
gue la proteina recombinante no afecta la agregacion plaquetaria en presencia de ristoceti-

na (Figura 2.12).

Por otro lado, durante el transcurso de este trabajo, Stewart y colegas publicaron un
estudio de la funcionalidad de las proteinas Bat en mutantes generados en L. biflexa, eva-
luando la velocidad de crecimiento, la morfologia y la contribucién de estas proteinas a la
proteccidn contra el estrés oxidativo en estas bacterias [101]. En L. biflexa, se encontraron
solo 3 homoélogos de los genes bat: batA, batB (gen que esta fusionado a batC) y batD. To-
dos poseen hélices transmembrana, pero sélo batD tiene una secuencia en su extremo N-
terminal que serviria de péptido senal. Ademas, batB contiene un motivo TPR de interaccién
proteina-proteina, es decir, las proteinas Bat también formarian un complejo en la mem-
brana interna/externa al igual que en las especies patdgenas de Leptospira y en B. fragilis.
Los mutantes fueron generados por reemplazo alélico utilizando un transposon, el cual eli-

mind sélo el gen batA o los tres genes bat-ABD. El anadlisis transcripcional demostré la exis-
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tencia de promotores individuales para cada uno de los genes, aunque los genes se encuen-
tran dispuestos en tandem. Sin embargo, la ausencia de proteinas Bat no causé cambios
morfoldgicos o diferencias ultraestructurales entre los mutantes y la cepa parental, segin se
observd por microscopia electrénica de barrido y transmision. Asimismo, la velocidad de
crecimiento de todas las cepas en cultivo liquido in vitro, aireado o estdtico, fue similar; asi
como también la morfologia y la velocidad de formacién de colonias en medio EMJH sélido.
Pero el dato mas importante es que tanto los mutantes como la cepa parental mostraron la
misma sensibilidad frente al estrés oxidativo (peréxido de hidrégeno, superéxido), indicando
gue las proteinas Bat no estarian implicadas en la proteccién directa contra las especies re-
activas del oxigeno, ni tampoco actuarian censando la presencia de estas moléculas para

inducir una respuesta protectora en L. biflexa.

L. biflexa carece de homdlogos de proteinas para la detoxificacién de especies reacti-
vas del oxigeno y reparacién de proteinas dafadas, pero si posee dos enzimas que estan
muy conservadas entre las bacterias aerobias, implicadas en la reduccién de las moléculas
reactivas del oxigeno: la superdxido dismutasa y la hidroperoxidasa I. No obstante, no son
suficientes para proteger a la bacteria, ya que L. biflexa, y también L. interrogans, son muy
susceptibles al dafio oxidativo. En conclusidén, la funcién de las proteinas Bat en espiroque-

tas es aun desconocida.

El trabajo publicado por Stewart y colegas, sumado a la ausencia de accion biolégica
de rLIC20040 en plaquetas y a la imposibilidad de expresar LIC20041 recombinante, hicieron
gue desistiéramos en continuar trabajando en este tema. Por lo tanto, nos centramos en el
estudio de la funcidon de los neutréfilos durante la infeccidn murina con Leptospira, como se
detalla en el Capitulo Ill, y en el analisis de la relacién entre el polimorfismo del TLR2 y la

Leptospirosis, como se describe en el Capitulo IV.
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CAPITULO Iil: ROL DE LOS NEUTROFILOS EN LA LEPTOSPIROSIS

3.1. Introduccion

Los neutréfilos son leucocitos derivados de la médula ésea que tienen una vida corta
en la circulacién sanguinea. Poseen dos caracteristicas morfoldgicas distintivas: un nucleo
dividido en lébulos y una gran cantidad de granulos. Por esta razén, también son conocidos
como “células polimorfonucleares” o “granulocitos”. Cuando se produce una infeccion, los
neutréfilos migran hacia los tejidos a través de los vasos sanguineos, siguiendo un gradiente
quimiotactico producido por sefiales microbianas y/o enddgenas. Una vez en el sitio infla-
matorio, los neutrdfilos son activados para producir citoquinas, degranularse (liberando
enzimas liticas, péptidos catidnicos y compuestos reactivos del oxigeno) y para fagocitar a
los patégenos [102, 103]. Durante mucho tiempo han sido considerados como células efec-
toras con una actividad biosintética limitada y cuya participacién principal era la resistencia
frente a patégenos extracelulares y en la inflamacién aguda. Sin embargo, en afios mas re-
cientes se ha demostrado que los neutrdfilos poseen funciones mas complejas, como la libe-
racion de cromatina para atrapar y/o matar patégenos extracelulares, un proceso conocido
como NETosis (del inglés, Neutrophil Extracellular Traps) [50], cuyo impacto deriva de la
combinacién entre la actividad antimicrobiana de los componentes granulares, las histonas
y algunas proteinas citosdlicas. Por otro lado, los neutrdfilos pueden ser inducidos a expre-
sar genes que codifican mediadores claves de la inflamaciéon, como componentes del com-
plemento, receptores Fc (para reconocimiento de anticuerpos), quimioquinas y citoquinas
gue no soélo tienen efecto sobre la respuesta inmune innata, sino también sobre la respuesta

inmune adaptativa [104].

Los neutréfilos detectan patdgenos extracelulares gracias a que expresan una gran
variedad de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), incluyendo toda la familia de
TLRs, con excepcion de TLR3 [105]. Estos receptores reconocen patrones especificos en la
superficie de los patégenos y, en conjunto con senales derivadas de los linfocitos, activan la
funcién efectora de los neutréfilos. Los neutréfilos también contribuyen con la respuesta

humoral, ya que almacenan moléculas solubles de reconocimiento de patrones (PRMs) que
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se liberan al medio y actian de manera similar a los anticuerpos, opsonizando microorga-
nismos y promoviendo la fagocitosis y la activacion de la cascada de complemento [106-

108].

La funcién de los neutrofilos en la resistencia a patdgenos extracelulares es amplifi-
cada por la respuesta inmune T helper 17 (Th17). La interleuquina (IL)-17, y otras citoquinas
secretadas por las células Th17 (IL-8, interferdon y, TNF y GM-CSF), promueven la granulopo-
yesis y la consiguiente proliferacién y acumulacidn de neutrdfilos [109]. Ademas, estas cito-
quinas favorecen el reclutamiento, la activacién y la sobrevida de los neutréfilos en los sitios
de inflamacién [110]. Una vez que los neutréfilos han sido reclutados a los tejidos inflama-
dos, se generan interacciones bidireccionales con macréfagos, células dendriticas y células
natural killer (NK), linfocitos y células madre mesenquimales que culminan con la elimina-

cion de los patégenos.

En relacion a la Leptospirosis, todavia se desconoce el rol de los neutroéfilos en la pa-
togénesis de esta enfermedad. La falta de animales knock-out en neutrdfilos ha requerido el
uso de agentes farmacoldgicos o estrategias de deplecidén mediadas por anticuerpos para
estudiar el rol de estas células (y de otras células efectoras) en modelos animales de Leptos-
pirosis. Algunas de las drogas empleadas para la deplecidn de los neutréfilos, como ciclofos-
famida o vinblastina, son supresoras de la mielopoyesis y, por lo tanto, no sélo eliminan a
los neutréfilos sino también a otras células derivadas de la médula ésea, por lo que pueden

dificultar la interpretacion de los resultados [111, 112].

La proteina Ly-6G, también conocida como Gr-1 (antigeno 1 de diferenciaciéon de
granulocitos), se expresa en la superficie de las células mieloides de la médula dsea de ma-
nera regulada. Los monocitos sdlo expresan este antigeno transitoriamente durante su de-
sarrollo, pero los granulocitos de médula ésea y los neutréfilos periféricos lo expresan siem-
pre, por lo cual resulta un buen marcador para estas células. El anticuerpo monoclonal
RB6.8C5 [113], que reconoce el antigeno Gr-1, ha sido ampliamente utilizado para depletar
neutrofilos en diferentes modelos murinos y asi evaluar su efecto en la infeccidn por varios
patégenos, como Borrelia Burgdorferi o Bordetella Pertussis [114, 115], o para estudiar pro-
cesos inflamatorios [116]. Sin embargo, los resultados obtenidos con RB6.8C5 no son con-

cluyentes. Por un lado, se ha publicado que este anticuerpo se une con menor afinidad a las
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células murinas derivadas de la médula dsea que expresan la proteina homéloga Ly-6C, pero
por otro lado, estudios posteriores no demostraron una unidn significativa a subpoblaciones
celulares que expresan niveles moderados a altos de Ly-6C, como los monocitos, macréfa-
gos, linfocitos T CD8", células NK y células dendriticas [113, 117, 118]. En contraste, el anti-
cuerpo monoclonal 1A8, que utilizamos en este trabajo, se une especificamente a Ly-6G v,
por lo tanto, depleta selectivamente a los neutréfilos que expresan niveles altos de esta
proteina, sin afectar al resto de células Gr-1". De esta manera, resulta una buena herramien-
ta para el estudio de los efectos de la neutropenia durante la infeccién murina experimental

con Leptospira interrogans.

3.2.  Objetivos especificos

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la deplecidn de neutréfilos sobre
la carga bacteriana en sangre, rifidn, pulmdn e higado, el eventual daio histoldgico renal, la
produccién de anticuerpos especificos (respuesta humoral) y la produccién de citoquinas
caracteristicas de la respuesta inmune tipo Thl, Th2 y Th17, utilizando un modelo de Lep-

tospirosis murina experimental.

3.3. Disefio experimental

Se emplearon 4 grupos de ratones C57BL/6J de 3-4 semanas de edad: dos grupos de
5 animales fueron infectados y dos grupos de 3 animales se utilizaron como controles. El
grupo depletado e infectado (1A8 + LIC) fue inoculado con 0,5 mg del anticuerpo monoclo-
nal 1A8 por via intraperitoneal, el dia anterior a la infeccién con LIC (10’ bacterias viables).
La deplecion se mantuvo administrando media dosis de anticuerpo cada 48 horas. Al grupo
depletado no infectado (1A8) se le administré 1A8 de la misma manera. El grupo control
infectado (IgG rata + LIC) recibié 0,5 mg de IgG total de rata y la misma dosis de LIC que el
grupo depletado. Por ultimo, al grupo control no infectado (IgG rata) sélo se le administré
IgG total de rata. Todos los animales se pesaron y monitorearon para registrar signos clini-

cos de Leptospirosis.
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Catorce dias después de la infeccidn (14 d.p.i.), los animales fueron sacrificados y se
colectod la sangre, los rifiones y el bazo para los estudios posteriores. La sangre se utilizo pa-
ra medir los niveles de inmunoglobulinas especificas IgM e IgG (y las subclases IgGla e
IgG2), mientras que los bazos se emplearon para producir cultivos celulares de esplenocitos
qgue fueron estimulados con LIC y luego analizados a nivel transcripcional (expresidon de
MRNA de citoquinas). Los riflones se utilizaron para el analisis de carga bacteriana, y para el
examen histoldgico y la deteccién del antigeno LipL32 de LIC. Ademas, se realizé un experi-
mento similar, pero colectando la sangre y los tejidos a 1 d.p.i, para el estudio de la carga

bacteriana y el analisis histopatoldgico. Ambos experimentos se realizaron por duplicado.

3.4. Resultados
3.4.1. Eficiencia de la deplecion de neutrofilos

Para cuantificar la deplecién de los neutrdfilos, se inyectaron ratones C57BL/6J con
0,5 mg del anticuerpo 1A8 por via intraperitoneal, y se tomaron muestras de sangre antes
de la inoculacion y 24 horas después para realizar un analisis hematolégico. Los resultados
mostraron que hubo un 93% de deplecién de granulocitos respecto del control (P < 0,05;

Figura 3.1). El total de granulocitos incluye, ademads de los neutrofilos, un porcentaje mucho
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Figura 3.1. Hemograma de sangre entera. Se cuantificaron las células sanguineas en muestras
de sangre extraidas de ratones C57BL/6J tratados o no con el anticuerpo 1A8, mediante un
contador hematoldgico veterinario. Las barras representan el promedio + SEM. *P < 0.05.
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menor de eosindfilos (es raro observar basoéfilos en los ratones adultos), por lo cual se con-
sidera que el grupo celular se compone sélo de neutrdfilos. Por otro lado, la deplecidn se
confirmd cada 48 horas tomando muestras de sangre y realizando recuentos diferenciales
de leucocitos en un microscopio de campo claro. Estos resultados demuestran que la admi-
nistracion de 0,5 mg de 1A8 fue suficiente para causar neutropenia en los ratones, y que la

deplecidon pudo mantenerse en el tiempo cuando el anticuerpo se inoculé periédicamente.

3.4.2. Curso clinico

Todos los animales, tanto los infectados con LIC como los controles, se pesaron di-
ariamente y monitorearon para registrar cualquier signo que pudiera relacionarse con la
Leptospirosis, incluyendo inactividad, pelaje rizado y amontonamiento (signos de estrés/
malestar en el animal). El segundo dia después de la infeccidn, se registré una reduccién del
7,5% del peso original promedio en el grupo control infectado (IgG rata + LIC), y del 10% en
el grupo depletado e infectado (1A8 + LIC). Hacia el final del experimento, mientras que los
ratones controles habian aumentado su peso original en un 27%, los animales infectados
solo recuperaron un 7% aproximadamente de su peso (Figura 3.2). Durante el transcurso del

experimento, no se observaron signos clinicos de enfermedad ni muertes espontaneas.
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Figura 3.2. Variacion porcentual del peso de los ratones C57BL/6J. El peso de los animales
fue monitoreado durante el transcurso del experimento hasta su sacrificio a los 14 dias post-
infeccidn. Las curvas representan el cambio porcentual promedio a partir del peso inicial de
cada grupo.

64



3.4.3. Cuantificacion de la carga bacteriana

El efecto de la neutropenia sobre la carga Leptospiral en los animales infectados se
cuantificé amplificando el gen rRNA 16s (DNA 16s) caracteristico de Leptospira por PCR en
tiempo real, a partir del DNA total extraido de los tejidos colectados al finalizar el experi-
mento. Las muestras se normalizaron por volumen de sangre o por copias de B-actina (teji-

dos).

El dia posterior a la infeccion (1 d.p.i.), el grupo depletado e infectado presenté ma-
yor bacteremia que el grupo control infectado, con valores promedio de ~5 x 10° y ~2 x 10°
copias de DNA Leptospiral/ul, respectivamente (P < 0,05; Figura 3.3A). Sin embargo, no se
observaron diferencias en los rifilones, pulmones e higado entre ambos grupos. Asimismo,
tampoco se observaron lesiones distintivas a nivel histoldgico en estos tejidos (resultados no

mostrados).

Por otro lado, la carga bacteriana en los rifiones a 14 d.p.i. fue 3 veces mayor en los
animales depletados e infectados que en el grupo control infectado (P < 0,01), con valores
promedio de ~4 x 102y ~1 x 107 copias de DNA Leptospiral/B-actina, respectivamente (Fi-
gura 3.3B). El aumento de la carga bacteriana en los animales depletados se confirmé por
inmunohistoquimica, utilizando un suero policlonal de ratén anti-LipL32 que evidencid cerca
de un 100% de incremento en el nimero de tubulos renales positivos respecto del grupo no

depletado (P < 0,05; Figura 3.4).
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Figura 3.4. Analisis inmunohistoquimico. Imagenes representativas de la tincién inmunohisto-
quimica de LipL32 en riflones colectados 14 dias post-infeccidn. Los cortes se contratifieron con
hematoxilina. Escala = 80 um. El grafico de barras representa el nimero promedio de tubulos
renales positivos por campo 40X + SEM. *P < 0,05.

3.4.4. Andlisis histopatologico renal

Para estudiar el efecto de la infeccion con LIC y/o de la neutropenia sobre el dafio
renal, un patélogo realizé un examen histoldgico y calificd el grado de nefritis observado,

cuya escala se detalla en la seccidn 6.18 (Capitulo VI). El grupo control no infectado (1A8) no
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Figura 3.5. Histopatologia renal. Histologia de cortes representativos de rifiones colectados
14 dias post-infeccién que fueron tefiidos con hematoxilina/eosina, y score de inflamacion. El
grupo 1A8 muestra una apariencia normal, mientras que los grupos IgG rata + LICy 1A8 + LIC
presentan un nefritis leve similar. Escala = 150 um.
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mostré signos histopatoldgicos (Figura 3.5). Sin embargo, todos los ratones infectados con
LIC, tanto depletados como no, mostraron una nefritis moderada de grado 2, con pequenos
cumulos intersticiales y trazas en el area de unién cértico-medular (o nucleo profundo) en

relacion a los tabiques conectivos vasculares.

3.4.5. Efecto de la neutropenia sobre la respuesta humoral

La expresion de anticuerpos especificos IgM e IgG se evalud por la técnica de ELISA.
Se observé una disminucién de aproximadamente 20% en los niveles de IgM anti-LIC en el
grupo depletado, en comparacion con los ratones no depletados (P < 0,05; Figura 3.6A). En
contraste, los animales depletados mostraron un aumento en los niveles de IgG total res-

pecto de los no depletados, aunque este incremento no fue significativo estadisticamente.

Ademas, se evalué la produccién de anticuerpos especificos anti-LIC IgGla e IgG2 de
la misma manera, como una caracterizacion parcial de la polarizacion de la respuesta inmu-
ne T-helper [119]. La deplecidn de los neutrdéfilos aumentd los niveles de ambas inmunoglo-

bulinas tanto en los animales infectados, pero sélo se observé una diferencia significativa en
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Figura 3.6. Respuesta humoral. Se realizaron ensayos de ELISA en microplacas cubiertas con
10° L. interrogans serovar Copenhageni (LIC) para detectar (A) anticuerpos IgM e IgG anti-LIC y
(B) subclases de anticuerpos IgG anti-LIC en el suero de los ratones C57BL/6J que se colecta-
ron 14 d.p.i.. Como controles se utilizaron los sueros de los animales no infectados que fueron
tratados con IgG de rata o 1A8. Las placas se revelaron por método colorimétrico (OPD). Las
barras representan la absorbancia promedio a 492 nm + SEM. *P < 0,05.
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el anticuerpo IgG1a, cuya producciéon aumentd dos veces respecto del grupo control infec-

tado (P =0,0147; Figura 3.6B).

3.4.6. Niveles transcripcionales de citoquinas en cultivos de esplenocitos estimula-

dos con LIC

Los bazos de los animales infectados con LIC que se colectaron al finalizar el experi-
mento se utilizaron para preparar cultivos de esplenocitos, los cuales se estimularon con
aproximadamente 3 bacterias por célula, y luego se extrajo el RNA total para analizar el per-
fil de citoquinas por PCR en tiempo real. Se cuantificaron citoquinas representativas de la
respuesta inmune Thl, Th2 y Th17: IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 e interferén gamma (IFNy). Mien-
tras que los niveles transcripcionales de IL-4 (P < 0,05; Figura 3.7A) e IL-17 (P < 0,05; Figura
3.7E) se incrementaron en los animales depletados e infectados respecto del grupo control

infectado, los niveles de IL-10, IL-12 e IFNy se redujeron (P < 0,05; Figura 3.7B-D).
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3.5. Discusion

Descifrar el papel de los neutréfilos en la respuesta inmune a la infeccién es un pro-
ceso complejo. Sin animales modificados genéticamente que carezcan de neutréfilos, el Uni-
co procedimiento disponible es la deplecién in vivo con un anticuerpo vy, sin las herramien-
tas precisas, generalmente puede producir algunos resultados ambiguos. En nuestro estu-
dio, el anticuerpo monoclonal 1A8, que se une exclusivamente a los neutrofilos LyGGhigh
[118], depletd eficientemente a los neutrdfilos, como se detectd 24 horas después de la
administracion (Figura 3.1). Independientemente de la deplecion, los pesos registrados de

los ratones infectados y de los controles siguieron el mismo patrén durante el transcurso del

experimento (Figura 3.2).

En la etapa temprana de la infeccién (1 d.p.i.), los ratones depletados de neutroéfilos
presentaron mayor bacteremia, pero no asi un aumento de la carga bacteriana en otros te-
jidos comunmente colonizados por Leptospira interrogans (Figura 3.3A), los cuales tampoco

mostraron anormalidades histopatoldgicas (datos no mostrados).

Por otro lado, la carga bacteriana renal a 14 d.p.i. fue tres veces mayor en los anima-
les tratados con 1A8 en comparacién con el grupo control infectado (Figura 3.3B), un hecho
adicionalmente confirmado por el incremento de tdbulos renales positivos para anti-LipL32
observado por inmunohistoquimica (Figura 3.4). Se han reportado estudios de deplecidn
donde tanto los ratones depletados y no depletados de neutréfilos presentaron recuentos
de UFC similares al ser infectados con la bacteria Gram-negativa Bordetella pertussis o la
levadura Histoplasma capsulatum [114, 120]. Por el contrario, otras publicaciones reporta-
ron que los ratones depletados de neutrdfilos presentaron mayor bacteremia con Entero-
coccus faecium o mayor carga bacteriana de Listeria monocytogenes en bazo en compara-
cion con los animales no depletados [121, 122]. En conjunto, estos resultados sugieren que
el desenlace de la infeccidn luego de la deplecién de neutréfilos depende de la naturaleza
del agente infeccioso y, en el caso de Leptospira interrogans, nuestros resultados indican
qgue los neutroéfilos son importantes al menos para el control de la carga bacteriana en la

sangre y los rifnones durante la fase aguda.

Una explicacién parcial de cdmo la deplecién de neutrofilos podria inducir el aumen-

to de la carga leptospiral renal podria basarse en los trabajos previamente publicados por
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Wang y colegas, quienes reportaron que el patégeno L. interrogans serovar Icterohemorr-
hagiae se adhiere a la superficie de los neutréfilos humanos pero que estas células no siem-
pre lo fagocitan, incluso en presencia de 10% de suero normal. Sin embargo, en presencia
de anticuerpos especificos, los neutrdéfilos son capaces de fagocitar y matar a la mayoria de
las bacterias, lo cual llevé a concluir que los neutréfilos no son factores eficientes en la de-
fensa contra las leptospiras patogénicas en los huéspedes no inmunes [45, 46]. Consideran-
do que se han obtenido resultados similares con neutréfilos de rata y cobayo infectados in
vitro con L. interrogans [43, 44], y también en ratones BALB/c infectados con Bordetella per-
tussis [114], se puede deducir que los neutréfilos humanos y murinos tienen un comporta-
miento similar. En este sentido, alguna variacion en los niveles de inmunoglobulinas especi-
ficas podria también afectar la fagocitosis directa de los neutroéfilos, como la reduccién del
nivel de IgM que observamos en los animales tratados con 1A8 (Figura 3.6A). Es interesante
qgue algunos estudios de infeccidn con L. interrogans realizados en ratones wild-type y va-
rios transgénicos identificaron a las células B como el subgrupo de linfocitos cruciales para la
eliminacidn de las bacterias del huésped, a través de la produccion temprana de anticuerpos

IgM especificos contra el LPS [51].

Por otra parte, fue inesperado observar un grado de nefritis similar entre los anima-
les tratados con 1A8 y el grupo no depletado, considerando que en general los neutréfilos
contribuyen al dafio tisular produciendo intermediarios reactivos del oxigeno y liberando
enzimas liticas [123, 124]. Hay varios factores que deben tenerse en cuenta para explicar
esto. En primer lugar, la nefritis aguda inducida por LIC en los ratones C57BL/6J fue sdlo
moderada, y en este sentido resultd dificil percibir pequefias diferencias entre ambos gru-
pos (Figura 3.5). Adicionalmente, las células linfo-monociticas constituyen la poblacién celu-
lar mayoritaria en el exudado inflamatorio, de acuerdo con la férmula hematoldgica murina,
que posee una preponderancia fuerte de linfocitos (75-90%) versus granulocitos (10-25%)
[125]. Finalmente, los ratones infectados y depletados de neutréfilos presentaron mayor
carga bacteriana, lo cual podria balancear la ausencia de neutréfilos y su eventual contribu-

cion a la nefritis.

Nuestros resultados en cuanto a los niveles de mRNA de citoquinas en los esplenoci-
tos sugieren un perfil Thl predominante en los ratones infectados no depletados, indicado

por los altos niveles de IFNy e IL-12 (Figura 3.7C-D), en correlacidn con una mayor expresion
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de anticuerpos especificos 1gG2 que de IgGla (Figura 3.6B) [126, 127]. Esto podria reflejar la
respuesta aguda natural propia de los roedores frente a las infecciones leptospirales, aun-
gue también se ha vinculado una respuesta Th1l a una colonizacién renal reducida en gana-
do infectado con Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo [128], sugiriendo que seria un
fendbmeno mas generalizado. Por otro lado, los ratones depletados de neutréfilos con el
anticuerpo 1A8 parecieron tener un perfil mixto ya que, aunque presentaron menores nive-
les de IL-10 que los animales no depletados (Figura 3.7B), mostraron mayores niveles de IL-4
y menores de IFNy e IL-12 (Figura 3.7A, 3.7C-D). Este giro de la respuesta inmune también
se ha reportado en estudios de deplecién en la infeccidon con Candida albicans [129]. El tra-
tamiento con el anticuerpo monoclonal 1A8 también incrementd la expresion de IL-17 en
los esplenocitos (Figura 3.7E). Esto podria haber contribuido al aumento de la expresién de
IgG2, ya que se ha descripto que la IL-17 conduce a las células B a cambiar la clase de isotipo
gue producen, preferentemente hacia los subtipos IgG2a e IgG3 [130]. Es interesante notar
que las células efectoras Th17 productoras de IL-17 han sido relacionadas directamente con
la inflamacion renal, ya sea activando neutréfilos o participando en el dafio tisular mediado
por macroéfagos [131]. Sin embargo, todavia no se conocen todas las funciones de las células
Th17 en la enfermedad renal, y deben realizarse mas estudios para entender su participa-

cion.

Los datos presentados en este trabajo proporcionan informacion sobre el papel des-
empefiado por los neutréfilos como parte de la respuesta inmune innata en la Leptospirosis
murina aguda experimental y su posible implicacién en el desarrollo de la respuesta inmune
adaptativa contra leptospiras patdgenas. Con suerte, los estudios futuros evaluaran mas a
fondo el papel de otras células efectoras durante la enfermedad y su interaccién con los

leucocitos polimorfonucleares.
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CAPITULO IV: RELACION ENTRE EL POLIMORFISMO DEL TLR2 Y LA
LEPTOSPIROSIS

4.1. Introduccidon

Los receptores tipo Toll (TLRs) son glicoproteinas tipo | que se expresan en la superfi-
cie celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR11) o intracelularmente en el reticulo endo-
plasmatico y en endosomas (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9). Contienen un ectodominio, el cual
estd involucrado en el reconocimiento de los ligandos y las interacciones con co-receptores,

una region transmembrana y un dominio Toll/IL-1R (TIR) de sefializacidén intracelular [132].

El TLR2 reconoce una gran variedad de patrones moleculares asociados a patégenos,
incluyendo bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, micobacterias, hongos, virus, y para-
sitos, por lo cual juega un papel central en la respuesta inmune innata. Esta flexibilidad de
reconocimiento de diferentes ligandos, tales como lipoproteinas y lipopéptidos, peptidogli-
canos, acido lipoteicoico, LPS, porinas, glicolipidos y hemaglutinina, entre otros, se debe
principalmente a la capacidad del receptor de formar heterodimeros con TLR1 o TLR6 [133,

134].

El reconocimiento de los ligandos inicia la dimerizacidon del TLR2 con TLR1 o TLR6, lo
cual aproxima sus dominios TIR y desencadena la fosforilacion de los residuos tirosina [134].
Esto permite el reclutamiento de las proteinas adaptadoras Myd88 y TIRAP/Mal, que dispa-
ran la cascada de sefializaciéon dependiente de quinasas, culminando con la activacion del
factor de transcripcién NF-kB y su traslocacidn al nucleo de la célula [132]. NF-kB es un
complejo proteico que esta presente en la mayoria de las células animales y que tiene un rol
clave en la regulacion de la respuesta inmune frente a las infecciones bacterianas y virales,
ya gue potencia la transcripcién de las cadenas ligeras kappa de las inmunoglobulinas y la

produccién de citoquinas pro-inflamatorias [135].

Aunque TLR4 media la sefalizacion que desencadena el LPS de las bacterias Gram-
negativas (principalmente enterobacterias), el TLR2 humano detecta los LPS "no clasicos" de

especies de Legionella, especies de Bordetella, Leptospira y Porphyromonas [136]. El LPS de
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Leptospira es inusual porque posee un lipido A con una estructura inusual, ya que tiene un
fosfato metilado Unico que no se encuentra en el lipido A de otras bacterias. Este LPS es
reconocido por TLR2/TLR1 en células humanas, pero por TLR2/TLR4 en células murinas, lo
cual evidencia las diferencias en cuanto a afinidad y especificidad de ligandos entre especies
[42, 133, 137]. La incapacidad del sistema inmune innato humano de detectar el LPS de Lep-
tospira a través del TLR4, el receptor de LPS candnico, es un factor clave que contribuye a la
susceptibilidad de los humanos a la infeccién [138]. La atencidn se centra entonces en el
TLR2, y en investigar las razones que determinan que algunos pacientes sean mas suscepti-

bles a la infeccidn por Leptospira que otros.

La expresion incrementada de TLR2 en los seres humanos estd restringida principal-
mente a tipos celulares implicados en la defensa aguda del huésped, como las células hema-
topoyéticas derivadas de médula ésea, incluyendo monocitos, macréfagos, granulocitos y
células dendriticas, seguido de las poblaciones de células provenientes del bazo y el pulmdn
[5]. Por ejemplo, en los neutrdfilos, TLR2 se expresa en concentraciones mas altas que TLR4
[139]. El TLR2 también se expresa en las células By T que participan en la inmunidad adap-
tativa y en una variedad de otras células, incluyendo las células endoteliales vasculares e

intestinales, adipocitos y miocitos cardiacos [8, 140].

El gen t/ir2 humano estd localizado en el cromosoma 432 y se compone de 3 exones.
Los dos primeros exones son no codificantes (no se traducen), mientras que el marco de
lectura abierto completo se encuentra en el exdn 3 [141]. Existen variaciones de la secuen-
cia de DNA, denominados “polimorfismos de un unico nucledtido” o SNPs (del inglés, single
nucleotide polymorphisms), que se producen cuando un unico nucleétido en la secuencia del
genoma se altera. En el gen tIr2 se han reportado 89 polimorfismos de un Unico nucleétido,
aunque sélo 17 SNPs se encuentran en el tercer exén y resultan relevantes [5, 142, 143]

(Figura 4.1).

Muchos SNPs no tienen ningun efecto sobre la funcion de las células, ya sea porque
no resultan en cambios de aminoacidos (SNPs sindnimos), o debido a que el cambio de ami-
noacido no afecta la estructura de la proteina o sus caracteristicas (SNPs no sindnimos). De
los 17 SNPs del exén 3 descriptos hasta la fecha, sélo tres polimorfismos en el dominio ex-

tracelular del receptor y seis en el dominio intracelular son no sinédnimos, y dos de ellos han
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Sinénimos No Sinénimos
Posicién  Nimero rs Posicién Ntmero rs
35 5743697
199 3804099
213 5743038 411(TN) 5743699
450 3804100 556 (IT) 5743702

579 (R/H) 5743703
541 5743700
542 5743701
By -Intracelular
) : 631 (P/H) 5743704
v A
707 IPGA-TLR2-31410 A A 677 (W) 5743706
<5 715 (YIN) 5743707
LS 715 (Y/Amb
AN
781 5743709 : 768 (DIE) 1804965

Figura 4.1. Polimorfismos reportados en el exdn 3 del receptor tipo Toll 2 (TLR2). El receptor
posee un dominio extracelular para el reconocimiento de ligandos, un dominio transmembrana
y un dominio intracelular responsable de la activacion de la cascada de sefializacién. Se han re-
portado 17 SNPs en el exdn 3 del gen tiIr2: 8 sindnimos (6 extracelulares + 2 intracelulares) y 9 no
sindnimos (3 extracelulares + 6 intracelulares). Se encuentra recuadrado el SNP R753Q
(Arg753GlIn). Posicidn: nimero de aminodcido en la secuencia del TLR2, seguido por el cambio
de aminoacido entre paréntesis. rs: referencia SNP (en bases de datos). Imagen adaptada de
Texereau 2005 [5].

sido relacionados con la reduccion de la activacion del factor transcripcional NF-kB, y con un

aumento del riesgo de infeccion [144, 145].

Una mejor comprension del proceso de una enfermedad infecciosa se puede lograr
mediante el estudio de la respuesta inmune y la composicidon genética de las personas sus-
ceptibles y resistentes. Por ejemplo, se ha demostrado que las variantes alélicas humanas
de los genes implicados en la respuesta inmune innata pueden influir en la susceptibilidad a
la infeccidn y/o en la progresidn hacia la sepsis grave y el shock séptico [146]. Uno de los
polimorfismos mejor caracterizados que reducen la activacion NF-kB es el que estudiamos
en este trabajo. Se trata de una sustitucién de una guanina por una adenina (G—2A) en el
nucledtido 2258 a partir del coddn de inicio del gen tlr2, que reemplaza una arginina por

una glutamina en la posicion 753 (Arg753GlIn).
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4.2. Objetivos especificos

El objetivo de este trabajo fue analizar la presencia del polimorfismo Arg753GIn en
muestras de pacientes convalecientes de Leptospirosis y en dadores sanos, con el propdsito
de establecer su eventual relacién con la susceptibilidad a la enfermedad. Para ello, colabo-

ramos con la Dra. Bibiana Vanasco y Yosena Chiani (INER, Santa Fe).

4.3. Diseiio experimental

Con el fin de determinar si el SNP Arg753GIn del TLR2 se encuentra involucrado en el
aumento de la susceptibilidad a la Leptospirosis, se analizaron muestras de pacientes conva-
lecientes (previamente confirmados por MAT o PCR) o sospechados de infeccion, asi como
también muestras de dadores sanos, mediante la técnica de “Polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion” o RFLP (del inglés, Restriction Fragment Length Polymorphisms).
Para ello, se amplificd un fragmento del gen t/Ir2 mediante PCR con oligonucledtidos especi-
ficos, que a continuacién fue digerido con la enzima de restriccidn Mspl. Finalmente, las
digestiones se sembraron en geles de poliacrilamida 10% nativos (sin SDS) para el andlisis de

los patrones de secuencia.

4.4. Resultados
4.4.1. Amplificacion del gen tir2

El RFLP se utiliza como marcador para identificar grupos de personas que presentan
riesgo a contraer ciertas enfermedades. Basicamente, la técnica consiste en el analisis de los
patrones de digestién de determinados fragmentos de DNA con enzimas de restriccion es-
pecificas. Debido a que generalmente las secuencias de restriccion del DNA poseen distintos
patrones de distancia, longitud y disposicidon en diferentes individuos de una poblacién, se

dice que la poblacidn es polimérfica para estos fragmentos de restriccidn.

Para realizar el RFLP, se disefiaron oligonucleétidos especificos (Tabla 6.3, Capitulo

V1) para amplificar un fragmento de 129 pb del exén 3 del gen t/r2, dentro del cual se espe-
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raba encontrar la variante genética (o alelo) Arg753GIn (Figura 4.2). Los alelos son formas
variantes de un gen que se encuentran en la misma posicion, o locus genético, en un cromo-

soma.

Las amplificaciones del gen ti/r2 de los pacientes convalecientes o sospechados de
Leptospirosis fueron provistas por la Dra. Bibiana Vanasco y Yosena Chiani del Instituto Na-
cional de Enfermedades Respiratorias (INER, Santa Fe). El criterio de clasificacion de las
muestras se baso en las regulaciones del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica por

Laboratorios de Argentina (SIVILA), el cual establece:
v’ Caso confirmado: positivo a MAT o PCR en tiempo real (LipL32 o RNA 16s)

v Caso sospechoso: MAT y PCR en tiempo real negativos en muestras con menos

de 10 dias de evolucion

v Caso descartado: MAT y PCR en tiempo real negativos en muestras con mas de

11 dias de evolucidn

Por otro lado, se realizé la extraccion de DNA a partir de muestras de sangre de da-
dores sanos mediante un protocolo modificado para maximizar la lisis de los glébulos rojos,
los cuales pueden interferir con la PCR (ver seccién 6.6, Capitulo VI). Posteriormente, se rea-
lizd la amplificacion del fragmento del TLR2 con los oligonucleétidos mencionados ante-

riormente.

Gen tIr2 humano
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4.4.2. Digestion de fragmentos de DNA

A continuacién, los fragmentos amplificados fueron digeridos con la enzima de res-
triccion Mspl, la cual reconoce la secuencia 5° CCGG 3’ y cliva el DNA después de la primera
citosina. El polimorfismo Arg753GIn cambia el codén CGG (arginina) por CAG (glutamina),
por lo cual el alelo dominante de t/r2 es G, mientras que el alelo recesivo es A. En ausencia
del polimorfismo, Mspl cliva el DNA obteniéndose como resultado dos fragmentos de 104 y
25 pb, pero cuando el polimorfismo estd presente, pueden observarse tres bandas (129 +
104 + 25 pb) o una Unica banda (129 pb) segun la muestra provenga de un individuo hetero-
cigota u homocigota para este locus, respectivamente. Es importante notar que el fragmen-
to de 25 pb no siempre es visible en el gel debido a su pequefno tamano. En la Figura 4.3 se

observa el patrén de digestidon obtenido para muestras de PCR representativas.
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4.4.3. Genotipificacion y frecuencias alélicas

A partir del anadlisis de los patrones de digestion, se asignd la genotipificacion a cada
muestra, es decir, la determinacion de cada genotipo. Se analizaron 60 muestras de pacien-
tes, 31 casos confirmados y 29 casos sospechosos, y 15 muestras de dadores sanos: 9,7% de
los casos confirmados y 13,8% de los sospechosos resultaron heterocigotas G/A, y 6,5% de
los confirmados eran homocigotas recesivos A/A. Por otro lado, el resto de las muestras de

pacientes y todos los controles resultaron homocigotas dominantes G/G (Tabla 4.1).
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Con estos datos se calculé la frecuencia alélica, |a cual representa la incidencia de un
alelo en una poblacién y es un reflejo de la diversidad genética. Ademas, los cambios en las
frecuencias de los alelos a lo largo del tiempo pueden indicar que se esta produciendo varia-
cidon genética o que se han introducido nuevas mutaciones en la poblacién. Para obtener la
frecuencia alélica, se debe dividir el nUmero de veces que el alelo de interés se observa en
una poblacién por el numero total de copias de todos los alelos en ese locus genético parti-
cular en la poblacién. Por convencidn, el alelo dominante se denomina p y el recesivo, g (p +

g=1,0).

Se compard la distribucién de los genotipos y las frecuencias alélicas entre las mues-
tras de pacientes y los controles para determinar la susceptibilidad a la infeccién con L. inte-
rrogans. La frecuencia alélica de A fue mayor en los pacientes confirmados de Leptospirosis
(g=0,113; P=0,091) y en los casos sospechosos (g= 0,069; P=0,295) en comparacion con los
controles (g= 0), aunque estos valores no resultaron significativos estadisticamente.
Ademas, las frecuencias genotipicas para este polimorfismo tampoco presentaron variacio-
nes significativas entre los casos confirmados (P= 0,449), o los sospechosos (P= 0,282), y los
controles. Esto probablemente se debe a que la poblacién analizada era pequeiia y, en con-
secuencia, los tres genotipos no se encontraban bien representados (por ejemplo, no se

encontraron heterocigotas u homocigotas recesivos entre los controles).

Tabla 4.1. Frecuencias genotipicas y alélicas

Pacientes (n=60) Controles (n=15)

Confirmados Sospechosos (%)°
n=31 (%)° n=29 (%)°

Arg753Gin
Alelo Arg (G) 55 (88,7) 54 (93,1) 30 (100)
Alelo Gin (A) 7 (11,3) 4 (6,9) 0

P 0,091 0,295
Genotipo
Arg/Arg (G/G) 26 (83,8) 25 (86,2) 15 (100)
Arg/GIn (G/A) 3(9,7) 4(13,8) 0
GIn/Gln (A/A) 2 (6,5) 0 0

P 0,449 0,282

SErecuencia; Valor de P para el Test Exacto de Fisher
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4.5. Discusion

Algunas personas que han sido expuestas a un patégeno desarrollan una enferme-
dad infecciosa descontrolada, mientras que otras personas logran erradicar o limitar la en-
fermedad. La secuenciacion del genoma humano ha revelado que existen cerca de 14 millo-
nes de SNPs en el DNA, de los cuales 200.000 ocurren en secuencias codificantes, demos-
trando la extensa variabilidad genética y sus posibles efectos sobre la susceptibilidad a las

enfermedades y sobre las respuestas individuales a los tratamientos médicos [5].

Los polimorfismos de los TLRs, y del TLR2 particularmente, pueden ayudarnos a en-
tender las respuestas inmunes innatas normales y anormales de un amplio repertorio de
patégenos. Por ejemplo, en algunas poblaciones se han reportado asociaciones entre el po-
limorfismo Arg677Trp del TLR2 y la lepra lepromatosa causada por Mycobacterium leprae
[147, 148]; o los polimorfirmos Arg677Trp y Arg753GlIn y la tuberculosis causada por Myco-
bacterium tuberculosis [149, 150]; o el polimorfismo Arg753GIn y la infeccidn por Staphylo-
coccus aureus [151]. Se ha observado una activacion NF-kB atenuada y disminuciéon en la
liberacion de citoquinas en respuesta a la estimulacidn con M. tuberculosis y agonistas del
TLR2 en células mononucleares de sangre periférica obtenidas de pacientes con lepra o tu-
berculosis que expresaban el polimorfismo Arg753GIn, y en células HEK293 transfectadas
con el TLR2 mutante [148, 152, 153]. Ademas, se han sugerido asociaciones entre ciertos
genotipos especificos y el riesgo de contraer sepsis severa, o de obtener resultados clinicos
adversos, frente a enfermedades infecciosas tales como neumonia y meningitis [154], asi
como el aumento de la mortalidad de pacientes con lesiones criticas. En resumen, estos
polimorfismos incluyen los que afectan la deteccion de patégenos (TLR2, TLR4, CD14), las

respuestas inflamatorias (TNFa e IL-10) o de la coagulacién (PAI-1 vy el factor V) [5].

Respecto de los resultados presentados en este trabajo, el nimero de muestras es-
tudiadas brinda indicios acerca de la relacion entre el polimorfismo Arg753GIn del receptor
TLR2 y la susceptibilidad a la Leptospirosis en la poblacidon Argentina, ya que la variante mu-
tante A representd el 18,2% del total de los alelos de los pacientes convalecientes de Lep-
tospirosis, 11,3% confirmados (g= 0,113) y 6,9% sospechosos (g= 0,069). No obstante, para
validar estos datos estadisticamente se necesitaria analizar un mayor nimero de muestras

gue resulten representativas de todos los genotipos posibles. Hasta la fecha, no se ha repor-
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tado la frecuencia de este polimorfismo en pacientes con Leptospirosis en otras poblaciones
pero, segun las bases de datos, la frecuencia promedio del alelo A en la poblacién general es

g= 0,012 [155].

El patron de polimorfismos del TLR2 varia entre poblaciones de diferentes etnias y
origenes geograficos. Los tres polimorfismos no sinénimos del TLR2 mas conocidos son
1892C>A (Pro631His), 2029C>T (Arg677Trp) y 2258G>A (Arg753GlIn), el cual ha sido estudia-
do en nuestro trabajo. Estos tres polimorfismo sélo se han encontrado en las poblaciones
europeas, pero no en asiaticos, africanos o americanos [156]. No sorprende que hayamos
encontrado el polimorfismo Arg753GIn entre nuestras muestras, considerando que gran

parte de la poblacién Argentina posee ancestros europeos.

Ademas de su implicancia en la lepra y la tuberculosis, se ha reportado que el poli-
morfismo 2258G>A (Arg753GIn) impide el reconocimiento mediado por TLR2 de las protei-
nas del nucleo y NS3 del virus de hepatitis C in vitro, lo cual podria ser un factor que aumen-
te la susceptibilidad a esta enfermedad [143]. Asimismo, ha sido asociado al desarrollo de
artritis reactiva aguda como consecuencia de la infeccidn con Salmonella enteritidis [157], y
a una mayor susceptibilidad hacia el desarrollo de endocarditis infecciosa [158]. Por otro
lado, este polimorfismo aumenta el riesgo de infecciéon por citomegalovirus (Herpes virus 5)
ya que impide el reconocimiento de la glicoproteina B del virus [159], y el riesgo es mayor
en los pacientes trasplantados de higado que presentan la variante homocigota A/A [160].
También se han observado mayores tasas de recurrencia de infecciéon con bacterias Gram-
positivas y de shock séptico inicial en trasplantados de higado que presentan el polimorfis-
mo Arg753GIn [161]. Aunque los estudios de asociacién entre los polimorfismos y las en-
fermedades infecciosas son mas comunes, también se ha reportado que >10% de los pa-
cientes con dermatitis atdpica expresan el SNP Arg753GIn. Los monocitos derivados de es-
tos pacientes no expresan IL-8 luego de la estimulacidon con peptidoglicano, y la expresion
del receptor TLR2 mutante estd gravemente alterada en los linfocitos T CD4" activados,

aunque es restaurada luego de la estimulacion con 4acido lipoteicoico [153].

Un estudio publicado por Xiong y colegas en el afio 2012, demostrd que la mutacion
Arg753GIn hace deficiente la sefializacién del TLR2, ya que afecta la heterodimerizacién del

receptor con otros TLRs, la fosforilacidon de los residuos de tirosina del receptor, y el reclu-
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tamiento de las proteinas adaptadoras Mal y MyD88, sin afectar su expresion [162]. Debido
a que la mutacion Arg753GlIn se localiza en el dominio TIR y a una distancia significativa de la
interfaz de reconocimiento de ligandos en el ectodominio, es poco probable que la muta-
cion tenga un impacto directo sobre el reconocimiento de ligandos. Por esta razoén, los auto-
res han especulado que la sefalizacidn resulta deficiente debido a que el polimorfismo afec-
ta la interaccion cooperativa entre los dominios TIR, al alterar el potencial electrostatico y la
conformacidén del TLR2. Sin embargo, tampoco han descartado la posibilidad de que este
polimorfismo afecte el trafico y la localizaciéon del TLR2, un mecanismo regulatorio impor-
tante de la sefializacién del receptor [163], andlogo al efecto reportado con la mutacién

Pro631His [164].

En conclusidn, nuestros resultados, si bien limitados, sugieren que existiria una rela-
cion entre el polimorfismo Arg753GIn del TLR2 y la Leptospirosis humana, aunque haran

falta mas estudios para su confirmacion.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES GENERALES

En el Capitulo Il, se estudiaron las proteinas BatA (LIC20040) y BatB (LIC20041), codi-
ficadas por los genes 1ic20040 y 1ic20041, respectivamente. Mediante andlisis bioinformati-
co, se determind que ambas proteinas poseen un dominio von Willebrand Tipo A, el cual ha
sido bien documentado en proteinas de origen eucariota, pero también se ha identificado
en muchas proteinas procaridticas, aunque éstas no presentan homologia aparente entre
ellas. Ademads, fueron predichas como proteinas de composicién mixta, localizadas en la
membrana interna de Leptospira, LIC20040 ubicada sobre el lado citosdlico, y LIC20041
atravesando la membrana e interaccionando con LIC20040 en el citoplasma y con el espacio

periplasmico en el otro extremo.

Se pudo obtener la proteina LIC20040 recombinante, replegarla a su forma nativa y
obtener suero policlonal contra ella pero, lamentablemente, no fue posible expresar
LIC20041 recombinante, lo cual limitd nuestro trabajo. Ademads, el ensayo de localizacién
celular sugirié que LIC20040 es una proteina citosdlica. Por otro lado, se identificé la pre-
sencia de ambos genes en todas las especies de Leptospira cultivadas en nuestro laborato-
rio, pero los transcriptos de /ic20040 no se encontraron en L. interrogans serovar Grippo-
typhosa, Icterohaemorrhagiae y Pomona, sugiriendo que su expresion puede ser facultativa,

un hecho que debera ser confirmado en futuros estudios.

Se pudo determinar que LIC20040 recombinante es reconocida por sueros de pacien-
tes convalecientes de Leptospirosis. Por otro lado, esta proteina no mostré tener ningln
efecto sobre la agregacion de plaquetas humanas en presencia de ristocetina, es decir, el

dominio VWA no cumpliria una funcién agonista para la activacién plaquetaria.

Estos resultados contribuyen con la informacién obtenida con los mutantes Bat en L.
biflexa que fueron publicados por Stewart y colegas [101], pero ninguno de los dos trabajos
lograron dilucidar la funcidon de estas proteinas en Leptospira, y ésta permanece aun desco-

nocida.

En el Capitulo Ill, se presentaron resultados que describen por primera vez el even-

tual rol de los neutréfilos durante la Leptospirosis aguda murina experimental como parte
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de la respuesta inmune innata, y su posible contribucion al desarrollo de la respuesta inmu-

ne adaptativa contra las leptospiras patogénicas.

Se observé aumento de la bacteremia a 1 d.p.i. y de la carga leptospiral renal a 14
d.p.i. en ratones C57BL/6J depletados de neutroéfilos e infectados con LIC, aunque no se ob-
servaron diferencias histopatoldgicas renales en comparacién con los controles. Estos ani-
males también presentaron una reduccion en los niveles de IgM especifica y aumento de
IgG1la. Asimismo, se observé un cambio en el perfil Thl predominante de los animales infec-
tados no depletados hacia un perfil mixto en los ratones depletados de neutréfilos, caracte-

rizado por el aumento de la expresion de IL-4 e IL-17 y la reduccion de IL-10, IFNy e IL-12.

Acorde a los resultados obtenidos, puede decirse que los neutréfilos poseen una
modesta contribucidn en la patogénesis de la enfermedad, controlando la carga bacteriana
inicial y modulando parcialmente la respuesta inmune adaptativa subsecuente. Sin embar-
go, su ausencia no modifica el grado de injuria tisular presente en los 6rganos infectados. Se
deberan realizar otros estudios para investigar qué mecanismo/s estan involucrados en el

aumento de carga bacteriana observado.

Finalmente, en el Capitulo IV se presentd el primer estudio de asociacidn entre el po-
limorfismo Arg753GIn del TLR2 y la Leptospirosis. Si bien brindé informacién respecto del
efecto que la variante alélica A tiene sobre la susceptibilidad a la enfermedad, el nimero de
casos analizados no fue suficiente para la validacidén estadistica. Es importante notar que
probablemente haya otros polimorfismos involucrados, ya que sélo el 16,2% de los pacien-
tes confirmados de Leptospirosis presentaron el alelo A, lo cual significa que el resto de los
pacientes eran susceptibles a la infeccidon por otra razén. Se requerirdn estudios de asocia-
ciéon adicionales, por ejemplo al TLR1 (co-receptor del TLR2) y a otros genes candidatos de la
respuesta inmune, para determinar su contribucién a la susceptibilidad de infeccion con
Leptospira interrogans. La identificacién de los polimorfismos del TLR2 como factores de
riesgo genético para la infeccién con L. interrogans podria ser beneficioso para el control
epidemioldgico. Aquellos que hereden genes de alto riesgo para la Leptospirosis probable-
mente necesitaran mejores medidas de prevencidn y tratamientos, y chequeos de infeccién

rutinarios.
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CAPITULO VI: MATERIALES Y METODOS

6.1. Productos quimicos y enzimas

Los reactivos quimicos y de biologia molecular utilizados fueron de grado analitico.
Todas las soluciones preparadas fueron esterilizadas por tratamiento de calor en autoclave
a 121 °Cy 1 atmdsfera de sobrepresidn. Las soluciones termolabiles fueron esterilizadas por
filtracion con filtro de didmetro de poro de 0,2 um. Las macromoléculas utilizadas fueron
adquiridas en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU), excepto cuando haya aclaracion. El
agua utilizada en las soluciones fue destilada o bidestilada (segun la necesidad), deionizada

y esterilizada en autoclave.

6.2. Medios
6.2.1. LB (Luria-Bertani)

En este medio se crecieron todas las cepas de Escherichia coli (E. Coli). Se prepard
con triptona 10 g/L, extracto de levaduras 5 g/L y NaCl 10 g/L (para las cepas DH5a, DE3,
pLyss), o sin NaCl (para la cepa BL21 Sl). Para la preparacion de placas, se afiadié 15 g/L de
agar bacterioldgico. Para la seleccién de colonias positivas de un plasmido determinado, se
utilizé medio LB con el agregado de ampicilina (100 pg/ml), ya que los plasmidos utilizados

poseen resistencia a este antibidtico.

6.2.2. Medio enriquecido EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris)

Los cultivos de leptospiras fueron realizados en medio EMJH base (Difco) suplemen-
tado con albumina, polisorbato-80 y factores de crecimiento adicionales para Leptospira
(Difco) acorde a las indicaciones del fabricante. El medio base contiene cloruro de amonio
como fuente de nitrégeno y tiamina como factor de crecimiento. La capacidad de buffer es
provista por el fosfato disédico y el fosfato monobasico de potasio (pH 7,2 + 0,2). Ademas

contiene cloruro de sodio que aporta iones esenciales para el crecimiento.
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6.3. Cepas bacterianas
6.3.1. Cepas de Leptospira spp.

La cepa Fiocruz L1-130 de Leptospira interrogans serovar Copenhageni (LIC) utilizada
fue originalmente aislada de un paciente con leptospirosis severa en un brote epidémico en
1996 en San Salvador de Bahia, Brasil, y ha sido descripta previamente [165]. Se prepararon
cultivos en medio EMJH liquido y semisdlido a 30 °C y en aerobiosis. Las cepas de L. interro-
gans serovares Canicola (Hond Utrechet IV), Grippotyphosa (Moskva V), Icterohaemorr-
hagiae (RGA) y Pomona (Pomona); las de L. borgpetersenii serovar Tarassovi (Perepelicin) y
Ballum (Castellonis Castellon 3) y la Leptospira biflexa serovar Patoc (Patoc I) fueron cedidas
gentilmente por la Dra. Bibiana Brihuega (INTA, Castelar), y cultivadas en medio EMJH a 30
°C en condiciones aerdbicas en nuestro laboratorio.

La virulencia de la LIC fue mantenida por pasajes sucesivos en hamsteres machos
(Mesocricetus auratus) de 21-28 dias de edad. La estandarizacién de la virulencia y de las
propiedades patogénicas del indculo se logrd cultivando el homogenato de un rifidn prove-
niente de un hamster infectado, colectado cuando el animal perdié 20% de su peso corpo-
ral, en 20 ml de medio EMJH. El cultivo se alicuotd cuando el nimero de leptospiras alcanzé
108/ml y se guardé a -80 °C. Luego, para cada inoculacién en animales, se descongeld una
alicuota y se prepard un cultivo de 10 ml de medio EMJH que se utilizé después de 5 dias de

crecimiento.

6.3.2. Cepas de Escherichia coli

Las cepas E. coli utilizadas en el presente trabajo se describen genotipicamente en la

Tabla 6.1.

6.4. Animales

Los hamsters (Mesocricetus auratus) de 3 a 4 semanas de edad y los ratones BALB/c,
C57BL/6J y C3H/HelJ de 3 semanas de edad fueron comprados en la Facultad de Veterinaria,

UNLP (La Plata, Argentina). Todos los animales recibieron comida y agua ad libitum. Todos
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los procedimientos experimentales fueron acordes a los principios éticos vigentes para el

trato de animales de experimentacion.

Tabla 6.1. Cepas de Escherichla coli utilizadas

Cepa Genotipo relevante Utilizacion en este trabajo
F- $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 endAl
DH5a recAl hsdR17 (rk-,mk+) supE44 thi-1 gyrA96 Amplificacién de vectores
relAl phoA
F- ompT hsdSB(rB-, mB-) gal dcm endA1 lon- L,
BL21 (SI) Expresion

proUp::T7 RNAP::malQ-lacZ (TetS)
F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rg” mg) A(DE3 [lacl

BL21 (DE3) . ) Expresion
lacUV5-T7 gene 1ind1 sam7 nin5])

BL21 (DE3) F ompT gal dcm lon hsdSg(rs” mg’) A(DE3)

Expresion
pLysS pLysS(cm") P

6.5. Seleccidn in silico de LIC20040 y LIC20041: Analisis bioinformatico

Las secuencias codificantes de los genes /ic20040 y lic20041 fueron identificadas en
la base de datos del Proyecto Genoma de L. interrogans serovar Copenhageni. La seleccion
fue basada en los dominios funcionales y estructurales predichos con los servidores SMART
y PFAM. La presencia de la secuencia putativa lipobox fue evaluada con el programa LipoP.
La localizaciéon celular fue predicha con el servidor PSORT. La estructura secundaria, accesi-
bilidad al solvente y la localizacion celular también se evaluaron mediante el servidor Predict
Protein. En la Tabla 6.2 se enumeran los links de los servidores y programas virtuales men-

cionados.

Tabla 6.2. Software utilizado en el analisis bioinformatico de los genes /ic20040 y lic20041

Servidor/programa virtual Direccion url Referencias

Proyecto Genoma de LIC http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/ world/lic/ [4, 22]
SMART http://smart.embl-heidelberg.de/ [166, 167]
PFAM http://pfam.sanger.ac.uk/ [168]
LipoP http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/ [169]
PSORT http://psort.hgc.jp/ [170, 171]
Predict Protein https://www.predictprotein.org/ [172, 173]
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6.6. Aislamiento de DNA genémico

El DNA gendmico se extrajo con un método estandar fenol/cloroformo/alcohol iso-
amilico modificado con adicién de proteinasa K. Para ello, se colectaron 5 ml de cada cultivo
de Leptospira por centrifugacion a 11700 rpm durante 30 minutos (min) y se lavaron los
pellets 2 veces con PBS estéril. Tanto a los pellets de bacterias, como a la sangre colectada
de los ratones, se agregd 500 ul de buffer de lisis (10 mM Tris-HCL pH 7,8, 10 mM EDTA,
0,25% SDS) con 2 pg/ml de proteinasa K, y se incubd durante toda la noche (overnight) a 37
°C. Los tejidos fueron homogenizados mecdnicamente en el mismo volumen de buffer de
lisis. A continuacion, el procedimiento fue el mismo para todas las muestras: se agregd un
volumen de fenol (pH 8) y se centrifugd a 11700 rpm por 15 min a 4 °C. La fase acuosa se
extrajo una vez con fenol y luego cuatro veces con medio volumen de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), centrifugando cada paso a 11700 rpm durante 10 min a 4 °C. El DNA se
precipité overnight a -20 °C por adicidon de 100 pl de acetato de sodio 3M (pH 5,2) y etanol
100% hasta completar 1 ml de volumen, y luego se centrifugd a 11700 rpm durante 10 min a
4 °C. Se realizaron tres lavados con etanol 70%, y luego de la evaporaciéon completa del al-
cohol, se resuspendid en agua estéril y se incubd a 55-60 °C por 15-20 min. El DNA se alma-

cend a -20 °C hasta su uso.

El protocolo de extraccion de DNA a partir de sangre humana fue modificado para
maximizar la lisis de los glébulos rojos que pueden interferir con la PCR. A 200 ul de sangre
en heparina se agregaron 600 pl de buffer de Lisis de Glébulos Rojos (0,155 M NH4Cl, 10 mM
KHCOs, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) y se incubd 10 min a temperatura ambiente, invirtiendo los
tubos ocasionalmente. Esto se repitié 3 veces mas con 300 pl de buffer, centrifugando a
4000 rpm por 5 min y descartando el sobrenadante entre paso y paso, hasta observar un
pellet blanco. A continuacién, al pellet se agregé 191,25 ul de buffer de lisis (10 mM Tris-HCL
pH 7,8, 10 mM EDTA, 0,25% SDS) y 2 ug/ml de proteinasa K, incubando a 55 °C durante 1
hora. Se realizaron dos extracciones de la fase acuosa con cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1) y luego se precipito el DNA agregando 60 pl de NaCl 5 M y 540 ul de etanol 96°, incu-
bando ON a -20 °C. Se realizaron tres lavados con etanol 70%, y luego de la evaporacién
completa del alcohol, se resuspendid en agua estéril y se incubé a 55-60 °C por 15-20 min. El

DNA se almaceno a -20 °C hasta su uso.
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6.6.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los fragmentos de DNA fueron amplificados con Taq Polimerasa (PB-L, Argentina),
utilizando oligonucleétidos especificos, los cuales se enumeran en la Tabla 6.3. Para la am-
plificacion de los genes de LIC, se diseiaron los oligonucledtidos segun la secuencia genémi-
ca de LIC (numero de acceso GenBank AE016823). Los oligonucledtidos “tlr2 SNP” sélo am-

plifican un fragmento del gen tir2.

La mezcla de reaccidn consistié de buffer Tag Polimerasa 1X (20 mM Tris-HCl pH 8,4,
50 mM KCl), 250 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada oligonucleétido, 2 mM MgCl,, 0,5 uni-
dades (U) de Taq Polimerasa, 100 ng de DNA gendmico y agua estéril hasta volumen final de
20 pl por tubo. Para los genes /ic20040 y 1ic20041, |la desnaturalizacion inicial se llevé a cabo
a 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 30 segundos (seg) a 94 °C, 40 seg a 48 °Cy 1 min
20 seg a 72 °C cada uno, y una extension final a 72 °C por 6 min. Para la amplificacién del
gen rRNA 16s o la actina gendmica, la desnaturalizacién inicial se llevd a cabo a 94 °C por 2
min, seguido de 40 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 55 °C (rRNA 16s) o 61 °C (B-actina) y 30
seg a 72 °C cada uno, y una extension final a 72 °C por 2 min. Por ultimo, la amplificacion del
fragmento del gen tir2 se llevd a cabo con una desnaturalizacién inicial a 94 °C por 10 min,
seguido de 40 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 56 °Cy 30 seg a 72 °C cada uno, y una exten-
sién final a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR amplificados fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa 1-1,5%, dependiendo del tamafio de los fragmentos, segun

se describe en la seccion 6.6.2.

6.6.2. Electroforesis en geles de agarosa

Las muestras de DNA fueron sembradas con buffer de siembra (0,25% azul de bro-
mofenol, 40% p/v sacarosa en agua). La electroforesis fue realizada en buffer TAE (40 mM
Tris base, 20 mM 4acido acético, 1 mM EDTA) con 1% de bromuro de etidio. El voltaje asi co-
mo el tiempo de corrida dependieron de la muestra y el porcentaje de agarosa del gel. La
migracion de las bandas se observé en un transiluminador de luz UV de 310 nm (Fotodyne o
Stratagen, EEUU) y las imagenes se capturaron con el software Electrophoresis Documenta-

tion and Analysis System 120 (Kodak).
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Tabla 6.3. Oligonucleétidos empleados en los ensayos de PCR

Temperatura

. - . Longitud
Secuencia nucleotidica (5’-3") de annealing
. (pb)
(°C)
lic20040 LIC20040 FW!  ATCATCGGATCCTTTATATATTATAAAAAC 48 906°
LIC20040 REV>  ATCATCAAGCTTTCATACATAATATCTCAG
lic20041 LIC20041 FW! ATCATCGGATCCACTATTAGAATATTTITG 48 996°
LIC20041 REV?  ATCATCAAGCTTTCATATTACAGAAACCG
rRNA 16s LEPTO FW CATTCATGTTTCGAATCATTTCAAA 55 331
LEPTO REV GGCCCAAGTTCCTTCTAAAAG
B-Actina Al FW GGCTGTATTCCCCTCCATCG 61 241
A2 REV CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
tir2 SNP R753Q FW CATTCCCCAGCGCTTCTGCAAGCTCC 56 129
R753Q REV GGAACCTAGGACTTTATCGCAGCTC

' El sitio de restriccidén para BamHI se muestra subrayado.
> El sitio de restriccion para Hindlll se muestra subrayado.
* Sin péptido sefial.

6.6.3. Purificacion de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA fueron purificados a fin de eliminar los reactivos provenien-
tes de la PCR (oligonucledtidos, enzima, etc) que podrian interferir con los procedimientos
posteriores. Para ello, se realizd una electroforesis en gel de agarosa, como se describe en la
seccién 6.6.2., y la banda de interés se cortd con un bisturi y se colocd en un tubo eppen-
dorf, tratando de exponer el menor tiempo posible el gel de agarosa a la luz UV para evitar
la formacion de dimeros de timina y mutaciones no deseadas. La purificacidn se realizé con
el kit Nucleospin Extract Il (Macherey-Nagel), segun las instrucciones del fabricante. Final-

mente, el DNA fue resuspendido en agua estéril y almacenado a -20 °C.

6.7. Clonado de las proteinas recombinantes

Los fragmentos LIC20040 y LIC20041 fueron clonados primero en el vector pGEM-T
Easy Vector (Promega), segun las instrucciones del fabricante, y luego subclonados en el
plasmido pAE. Este plasmido es un derivado de los vectores pET3-His y pRSET para la expre-

sién y purificacion de proteinas recombinantes en Escherichia coli basado en la RNA Polime-
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rasa del fago T7 [98]. El plasmido pAE combina las ventajas de ambos vectores: tiene un
tamafio pequefio (2,8 x 10° pb), un ndmero de copias de plasmido por célula alto (200-250
copias) (pRSET) y expresa una secuencia corta de 6 histinas (HisTag) en el extremo N-
terminal (pET3-His). Esto facilita el subclonado y los procedimientos de secuenciacion en
comparacion con el sistema pET, y resulta en un alto nivel de expresidn de las proteinas re-
combinantes. Ademas, el plasmido pAE posee un gen de resistencia a ampicilina, el cual
permite la seleccidn de las bacterias que lo contienen en presencia de este antibidtico. En la
Figura 2.6 se muestran las construcciones pAE-LIC20040 y pAE-LIC20041. También se veri-
ficd que el marco de lectura de los plasmidos fuera el correcto mediante secuenciacion (Ma-

crogen, Korea).

6.7.1. Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Para clonar cualquier fragmento de DNA en un pldsmido determinado, primero es
necesario digerir ambas moléculas con las mismas enzimas de restriccion. En este caso, am-
bos productos de PCR, LIC20040 y LIC20041, fueron amplificados con oligonucleétidos que
contenian los sitios de restriccion para las enzimas BamHI (en el forward) y Hindlll (en el
reverse) en su secuencia (Tabla 6.3). El plasmido pAE también posee estos sitios en su sitio

multiple de clonado.

Por lo tanto, las tres moléculas se digirieron con las enzimas BamHI! y Hindlll (Prome-
ga) en un volumen de 20 pl. La mezcla de reacciéon consistié de buffer E 1X (Promega, com-
patible 100% con ambas enzimas), 0,1 mg/ml BSA, 5 U de cada enzima, 1 ug de DNA y agua
estéril hasta completar volumen. Se incubd durante 2 horas a 37 °C y luego 5 min s 70 °C
para inactivar las enzimas. La digestién se corrobord por electroforesis en gel de agarosa,
como se describe en la seccidon 6.6.2., y las bandas digeridas fueron purificadas como se

describe en la seccion 6.6.3.
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6.7.2. Reaccion de ligacion

En la ligacion entre un vector y un fragmento de DNA (inserto) es importante cono-
cer la concentracién de cada uno, ya que la reaccidon depende de la relacién molar entre las
moléculas, entre otros factores. Conociendo la masa del vector y los tamafios de ambas
moléculas, es posible calcular la masa necesaria de inserto para cada relacion molar que se

guiera ensayar. Para ello, se utiliza la siguiente ecuacién:
Masa Vector (ng) x Tamaiio inserto (pb)/Tamano vector (pb) x I/V= Masa inserto (ng)

I/V representa la relacion molar inserto/vector. En este caso, se ensayaron las rela-

ciones 1:1vy 3:1.

La mezcla de reaccion consistid de buffer T4 DNA Ligasa 1X (Promega), vector e inser-
to en las cantidades calculadas, 1 U de T4 DNA Ligasa (Promega) y agua estéril hasta com-

pletar 10 ul de volumen por tubo. Se hicieron los siguientes controles:

v Vector sin inserto y con ligasa: Control de digestion
v Vector sin inserto y sin ligasa: Control de digestién
v Inserto y ligasa: Control de contaminacién

Las ligaciones se incubaron a temperatura ambiente (25 °C) durante 1 hora y luego
en bano de agua a 18 °C overnight. Se tomaron alicuotas para la transformacién de bacterias

y el remanente se almacend a -20 °C.

6.7.3. Transformaciones de bacterias competentes

Para las transformaciones se empled un electroporador Gene Pulser TM (Bio-Rad,
EEUU). Se electroporaron 50 pl de bacterias DH5a con 2,5 pul de las respectivas reacciones
de ligacion, o bacterias BL21 (SI, DE3 o plLysS) con 1 pl de construccion plasmidica. Estas
mezclas se colocaron en una cubeta de electroporacién fria de 0,2 cm de distancia entre los
electrodos y la mezcla se sometié a un pulso de 2,2 x 10° Voltios. Las variables capacitancia y

resistencia se fijaron en 25 microfaradios y 200 ohm (Q), respectivamente. Inmediatamente
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luego del pulso eléctrico, se afiadidé 450 ul de medio LB sin antibidtico a las bacterias (LB sin
NaCl para las bacterias BL21) y, luego de trasvasarlas a tubos eppendorf, se las incubd 1 hora
a 37 °C con agitacién. A continuacion, se centrifugaron los tubos a 14000 rpm por 1 min para
decantar las células. Se descartaron 250 ul de medio y el resto se utilizd para resuspender
las bacterias y sembrar en placas, las cuales se incubaron 18-24 hs a 37 °C. La seleccidn de
transformantes se efectud en placas de LB (con o sin NaCl, dependiendo de las bacterias)
con agregado de ampicilina (100 pg/ml). Para la seleccion de los clones en pGEM-T, ademas
se agregd a cada placa IPTG (100 pl de un stock 0,1M) y X-Gal (20 pl de un stock 50 mg/ml),
ya que este vector contiene el gen lacZ, cuya expresidn se ve interrumpida cuando ingresa
otro fragmento de DNA en su secuencia. De esta manera, las colonias positivas presentan

una coloracion blanca, y las negativas son azules.

6.7.4. Identificacion de transformantes por Colony PCR

La identificacién de los transformantes positivos que contenian el inserto de interés
se realizé por PCR, con los mismos oligonucleétidos que fueron utilizados en el clonado (ver
Tabla 6.3). Para ello, cada colonia individual se picd con un escarbadientes estéril, se estrio
en una nueva placa con medio selectivo y el remanente se disolvié en 20 ul de agua. Luego
de hervir todas las muestras durante 10 min para romper las bacterias, se centrifugé duran-
te 1 min a maxima velocidad (14000 rpm) para obtener el sobrenadante y utilizarlo como
molde de DNA. La reaccién de PCR se realizd de la misma manera que se describe en la sec-

cion 6.6.1.

Una vez identificados los clones positivos, se inocularon 10 ml de medio LB con am-
picilina (100 pg/ml) con las estrias realizadas previamente y se incubd overnight a 37 °C con
agitacion. Parte de este volumen se empled para la extraccion de los plasmidos mediante el
método de lisis alcalina descripto en la seccidn 6.7.5., y el resto del indculo se almacend co-

mo stock a -80 °C con 30% de glicerol para evitar la cristalizacion de las bacterias.
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6.7.5. Meétodo de lisis alcalina para la extraccion de plasmidos

El protocolo estdandar ha sido descripto previamente [174]. Brevemente, se crecieron
indculos de los clones de interés hasta saturacion y se centrifugaron 4,5-5 ml de cada uno a
14000 rpm durante 1 min. Las bacterias se resuspendieron con vértex en 200 ul de Solucidn
| (50 mM de Glucosa, 25 mM Tris-HCL pH 8 y 10 mM EDTA pH 8), con 5 ul de RNasa 1 mg/ml
(Sigma) para eliminar impurezas de RNA. Inmediatamente se agregd 400 pl de la Solucién II
(partes iguales de 0,4 M NaOH y 2% SDS) preparada en el momento, se mezclé dos veces
por inversién y se incubd durante 3 min en hielo. Luego, se agregd 300 ul de Solucion i
(3M potasio, 5M acetato pH 4,8), incubando 10 min mas en hielo y finalmente se centrifugd
a 14000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirido a un
tubo limpio y se agregd un volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se vortexed
unos segundos y se centrifugd a maxima velocidad por 1 min para separar las fases. La fase
acuosa (superior) que contenia los plasmidos se transfirid a otro tubo y se repitié la extrac-
cién con cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). A continuacion, a la fase acuosa se agregé 15
ul de silica (Sigma), la cual une el DNA, y se incubd a temperatura ambiente durante 5-10
min. Finalmente, se dio un spin en la centrifuga, se realizaron dos lavados de la silica con
500 pl de solucién New Wash GeneClean (MP Biomedicals) y se resuspendié en 30 ul de
agua estéril tibia para facilitar el desprendimiento del DNA de la silica. Se incubé durante 1
min, se centrifugd unos segundos y el sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo. Los

plasmidos se almacenaron a -20 °C.

6.8. Preparacion de células electro-competentes

A partir del stock en glicerol de la cepa bacteriana deseada, se realizé un estriado en
placa de LB sin antibidtico para aislar colonias y comprobar existencia de contaminaciones.
Una colonia individual se inoculé en 10 ml de medio LB sin antibidtico y se incubd overnight
a 37 °C con agitacion. Luego, se inocularon 250 ml de medio LB sin antibiético con una dilu-
cién 1/50 — 1/100 del inéculo saturado, y se incubd a 37 °C con agitacion hasta alcanzar una

densidad éptica (DO) a 600 nm de aproximadamente 0,4-0,6.
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Las células se colectaron en tubos falcon de 50 ml por centrifugaciéon a 4000 rpm du-
rante 20 min en frio (4 °C). Luego de descartar el sobrenadante, se resuspendieron en glice-
rol 10% estéril helado y se volvié a centrifugar de la misma manera. Este paso se repitié dos
veces mas con el cuidado de mantener las bacterias siempre bien frias y en esterilidad. Fi-
nalmente, se descarto el sobrenadante y las bacterias se resuspendieron en el volumen re-
manente de glicerol 10% (1 ml aproximadamente). Se realizaron alicuotas de a 50-100 ul y

se almacenaron a -80 °C para su uso posterior.

6.9. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Se transformaron células E. coli BL21 (S|, DE3 o pLysS) con cada una de las construc-
ciones plasmidicas y se crecieron en placas para aislar colonias individuales (ver seccion

6.7.3.).

Se incubaron 250 ml de medio LB (sin NaCl) conteniendo ampicilina (100 pg/ml) con
una diluciéon 1/100 de un indculo saturado (crecido a partir de una colonia individual), y se
incubd a 30 °C con agitacién constante hasta alcanzar una densidad éptica (DO) a 600 nm de
aproximadamente 0,7-0,8. La sintesis de la proteina recombinante fue inducida por adicién

de NaCl 0,3 M (concentraciodn final), siguiendo con la incubacién 12 horas mas.

Las células se colectaron por centrifugacion a 4000 rpm durante 20 min a 4 °Cy fue-
ron resuspendidas en 10 ml de Solucidn de Sonicado. La composicidn de esta solucién, y del
resto de las soluciones que se mencionan en esta seccidn, se detallan en la Tabla 6.4. Las
bacterias fueron lisadas mediante sonicacién, con ciclos de 10 segundos a una potencia ma-
yor al 70%, manteniendo el frio para retrasar la accion de las proteasas. Ademas, se inhibio
la accién de estas enzimas por adicion de 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo o PMSF (del
inglés phenylmethylsulfonyl fluoride), un inhibidor de serinproteasas. Las fracciones soluble
e insoluble se separaron por centrifugacion a 10000 rpm durante 30 min. La fraccién insolu-
ble fue lavada dos veces con 25 ml de Solucién de Lavado para eliminar impurezas, centrifu-
gada a 10000 rpm durante 10 min, y finalmente solubilizada en 2-5 ml de Solucién de Solu-

bilizacion.
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La purificacion de las proteinas recombinantes se logré por cromatografia de afini-
dad por iones metalicos inmovilizados (IMAC), siguiendo las instrucciones del fabricante. En
este caso, se utilizdé una resina de &cido nitrilotriacético cargada con niquel (Ni**-NTA, Qia-
gen, EEUU) de flujo répido, el cual posee afinidad por las histidinas fusionadas a las protei-
nas recombinantes. Se realizaron lavados con concentraciones crecientes de imidazol (20,
40, 60 y 80 mM), que compite con las histidinas, y finalmente se realizé la eluciéon con imi-
dazol 250 mM pH 8. Se colectaron fracciones de 1 ml que fueron analizadas por electrofore-

sis en SDS-PAGE 10% (seccién 6.9.1.).

Las proteinas recombinantes se replegaron por didlisis en un paso durante 24 horas

en 2 litros de Buffer de Replegado, con continua agitacion y en heladera.

6.9.1. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

En este tipo de electroforesis, las proteinas son separadas de acuerdo a su tamafio,
ya que en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS), un detergente aniénico que elimina
las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas sin alterar los puentes disulfuro, to-
das adquieren carga negativa en proporcién a su masa. El procedimiento ha sido descripto
previamente [175]. Brevemente, las muestras proteicas se mezclaron en proporcién 4:1 con
Buffer de Siembra 5X, se hirvieron durante 5-10 min para facilitar la desnaturalizacion de las
proteinas y se centrifugaron 1 min a maxima velocidad (14000 rpm). A continuacién, se
sembré entre 5-40 ul de muestra en el gel de poliacrilamida, preparado segin el protocolo
estandar, y se corrié en Buffer de Corrida 1X a 90-150 voltios. Una vez finalizada la corrida,
los geles se tifiieron con Coomassie Blue, con posterior destincion en Solucidon de Destincién
para la visualizacion de las bandas. Todas las soluciones empleadas se encuentran detalladas

en la Tabla 6.4.
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Tabla 6.4. Soluciones utilizadas en la expresion, purificacion y separacion de proteinas

Solucion Composicidn

Solucion de Sonicado Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 100 mM

Solucion de Lavado Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, Urea 2 M, B-mercaptoetanol
10 Mm

Solucion de Solubilizacion Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, Urea 8 M

Buffer de Replegado Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 500 mM

Buffer de Siembra 5X SDS 10% (p/v), B-mercaptoethanol 10 Mm, glicerol 20% (p/v),
Tris-HCI 0,2 M pH 6,8, bromofenol blue 0,05% (p/v)

Buffer de Corrida 1X Tris-HCI 25 mM, Glicina 200 mM, SDS 0,1% (p/v)

Coomassie Brilliant Blue Metanol 50% (v/v), acido acético glacial 10% (v/v), Coomasie Blue
R-2500,25% (p/v)

Solucién de Destincidon Etanol 40% (v/v), acido acético glacial 10% (v/v)

6.10. Produccion de antisuero policlonal

Se inmunizaron ratones BALB/c hembras de 3 semanas de edad con 10 ug totales (50
ug/ml) de la proteina recombinante por via subcutanea. Como adyuvante se empled Alhy-
drogel (2% AI(OH)s, Brenntag Biosector, Denmark). Se dieron dos inyecciones de refuerzo en
periodos de 2 semanas de intervalo con la misma preparacién proteica. Los controles nega-
tivos fueron inyectados con PBS. Una semana después de cada inmunizacién, los animales
fueron sangrados por el plexo retro-orbital y el suero fue analizado por Ensayo de Inmuno-
absorcion Ligado a Enzimas (ELISA, del inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay) para la

titulacién de los anticuerpos (ver seccién 6.12.1.).

6.11. Western Blot

Las muestras se sembraron en geles de SDS-poliacrilamida 10% (seccién 6.9.1.) y se
transfirieron a membranas de PVDF (polifluoruro de vinilideno; Hybond ECL, GE Healthcare)
con un equipo de transferencia semi-seca. Las membranas se bloquearon overnight a 4 °C
con 5% (p/v) de leche descremada en PBS con 0,1% Tween-20 (PBS-T) y luego se incubaron 2
horas a 37 °C con suero policlonal anti-LIC20040 (1:500), anti-B-actina (1:500) o anti-His
(2:3000, Invitrogen). Luego de efectuar varios lavados en PBS-T, se incubd las membranas

con 1:2000 IgG anti-ratén conjugado a peroxidasa de rabano o HRP (del inglés horseradish
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peroxidase) durante 1 hora a 37 °C. La reactividad fue revelada por electroquimioluminis-

cencia (ECL).

Cuando se necesitd incubar la membrana con mds de un anticuerpo, se realizé un
tratamiento de stripping que consistié en incubar la membrana a 60 °C durante 30 min en
buffer de stripping (B-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8) y luego

lavarla varias veces con PBS-T.

6.12. Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)
6.12.1. Evaluacion del suero policlonal

Se sembraron placas de 96 wells con 5 ug/ml de proteina recombinante en PBS y se
incubd overnight en heladera. A continuacion, la placa se bloqued con 5% de leche descre-
mada en PBS-T durante 1 hora a 37 °C para disminuir el pegado inespecifico. Luego de lavar
la placa tres veces con PBS-T, se realizaron diluciones seriadas al medio de las muestras de
suero (a partir de 1:20), incubando 2 horas a 37 °C. La placa se lavé tres veces con PBS-T y se
incubé 1 hora a 37 °C con una dilucién 1:4000 de IgG anti-raton de cabra conjugado HRP.
Finalmente, se lavd nuevamente tres veces con PBS-T y se revelé con 1 mg/ml de o-
fenilendiamina (OPD) en buffer citrato-fosfato pH 5 (24,3% dacido citrico 0,1M, 25,7% fosfato
disddico 0,2M), mas 1 pl/ml de agua oxigenada 30 volimenes. La reaccidn prosiguié durante
15-20 min y se detuvo agregando 50 ul de acido sulfurico 4N en cada well. La absorbancia se
midié a 492 nm en un lector de microplacas (TP-reader, Thermo) contra la absorbancia de

controles.

6.12.2. Deteccion de anticuerpos contra la proteina recombinante en sueros huma-

nos

El procedimiento fue similar al descripto en la seccidon 6.12.1. La evaluacion de anti-
cuerpos se realizé con una diluciéon 1:2000 de IgG anti-humano de conejo conjugado a bioti-
na (Sigma) y posterior incubacién de 1 hora a 37 °C con estreptavidina conjugada a HRP

(1:4000; Sigma).
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6.12.3. Deteccion de la localizacion celular de BatA

Las placas de 96 wells fueron sembradas con 10° leptospiras (L. interrogans Copen-
hageni) fijadas en paraformaldehido 4% o hervidas y resuspendidas en buffer carbonato pH
9,6 (carbonato de sodio 1,5 mM, bicarbonato de sodio 3,5 mM), incubandose overnight en
heladera. A continuacidn, se bloqued con 5% de leche descremada en PBS-T durante 1 hora
a 37 °Cy luego se incubd 2 horas mas con el suero policlonal contra la proteina recombinan-

te. El ensayo prosiguié de manera similar a la descripta en la seccién 6.12.1.

6.12.4. Deteccion de anticuerpos anti-LIC IgM e IgG totales y determinacion de las

subclases de IgG

Las placas de 96 wells fueron sembradas con 10° leptospiras (L. interrogans Copen-
hageni) inactivadas por calor y resuspendidas en buffer carbonato pH 9,6 (carbonato de so-
dio 1,5 mM, bicarbonato de sodio 3,5 mM), incubandose overnight en heladera. Las placas
se bloquearon con 5% de leche descremada en PBS-T durante 1 hora a 37 °C para disminuir
el pegado inespecifico, y luego 2 horas a 37 °C con las diluciones seriadas al medio de los
sueros murinos (14 d.p.i.), empezando con una dilucién 1:20. A continuacion, se lavé la pla-
ca tres veces con PBS-T y se incubd 1 hora a 37 °C con una dilucién 1:4000 en PBS-T de IgG,
IgGla o 1gG2 o 1:2500 de IgM anti-ratdén de cabra conjugado HRP. El ensayo prosiguid de

manera similar a la descripta en la seccién 6.12.1.

6.13. Ensayo de agregacidon de plaquetas
6.13.1. Obtencion y purificacion de plaquetas humanas

Se recolectaron muestras de sangre periférica de dadores sanos empleando citrato
de sodio 3,8% como anticoagulante hasta una concentracién 20 mM final. El plasma rico en
plaguetas (PRP) se obtuvo por centrifugacién a 180 x g durante 15 minutos a 22 °C. También
se obtuvo plasma pobre en plaquetas (PPP) por centrifugacion a 1800 x g durante 20 minu-
tos a 22 °C. Las plaquetas lavadas (PL) se prepararon por centrifugacién del PRP (900 x g 10

min) en presencia de prostaciclina 75 nM (PGl,, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EEUU)
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para evitar la activacidn plaquetaria. Luego de descartar el plasma, las células se resuspen-
dieron en buffer de lavado (NaCl 140 mM; KCI 2,5 mM; NaHCO3 0,1 mM; NaPO4H, 0,5 mM;
MgCl, 1 mM; citrato de sodio 22 mM; glucosa 0,1% p/v; BSA 3,5% p/v; pH 6,5) y fueron cen-
trifugadas nuevamente (900 x g 10 min) [176]. Finalmente, las plaquetas fueron resuspendi-
das en buffer Tyrode (NaCl 134 mM; NaHCO3 12 mM; KClI 2,9 mM; Na,HPO,4 0,34 mM; MgCl,
1 mM; HEPES 10 mM; glucosa 5 mM; BSA 0,35%). Se agregd Ca’* 1mM previo a la estimula-

cion.

6.13.2. Agregacion plaquetaria

Se incubaron 3x105/ul plaguetas humanas lavadas (PL) (libres de plasma y resuspen-
didas en buffer Tyrode) con 100 ul de PPP (como fuente de vWF), o la proteina recombinan-
te en dos concentraciones diferentes: 1) la misma concentracion empleada para la obten-
cion de anticuerpos anti-rLIC20040 que resultd eficiente para activar la respuesta inmune en
los ratones BALB/c (50 pg/ml o 10 pg totales) y 2) una concentracion diez veces superior
(500 pg/ml o 100 pg totales). Luego, las plaquetas se estimularon con la adicién de ristocetina
1 mg/ml (Bio/Data Corporation, EEUU). La agregacién plaquetaria se midié en un agregéme-
tro como la disminucion de la densidad éptica (DO) en funcién del tiempo, es decir, a menor
DO, mayor porcentaje de agregacion. La agregaciéon plaguetaria fue evaluada a 37 °C utili-
zando el método turbidimétrico mediante el empleo de un agregémetro (Chrono Log,
Havertown, EEUU). Esta técnica se basa en el registro de los cambios de densidad éptica que
sufre una suspension de plaquetas durante la agregacion. Inicialmente, se coloca la suspen-
sién en un tubo de vidrio siliconado. Dentro del agregémetro, el tubo es atravesado por un
haz de luz y la transmisidén de la misma es captada por una célula fotoeléctrica que genera
una sefal graficada por un registrador. Para que las plaquetas se agreguen, es necesario
optimizar el contacto entre ellas a 37°C, lo cual se logra colocando un iman en el tubo que
produce agitacidn gracias a un sistema magnético y un termostato. Cuando las plaquetas no
se han agregado, no hay transmision de luz y la densidad 6ptica es maxima. Cuando se adi-
ciona un agonista y las plaquetas comienzan a agregarse, la transmisidn de luz aumenta y la
densidad 6ptica decrece. El trazado correspondiente a estos cambios se observa como una

curva [177].
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6.14. Deplecion de neutrdfilos

heh mediante la admi-

Los ratones C57BL/6J fueron depletados de neutréfilos Ly-6G
nistracion intraperitoneal (i.p.) del anticuerpo monoclonal especifico anti-Ly6G de rata, 1A8
(BioXCell, NH, EEUU), en dosis de 0,5 mg/200 pl PBS el dia anterior a la infeccion con LIC, y
luego media dosis cada 48 hs para mantener la deplecion. El grupo control fue tratado con

una dosis similar de IgG total de rata (Sigma).

6.14.1. Recuento de neutrofilos

Para comprobar el efecto del anticuerpo 1A8 sobre la deplecidn de los neutrodfilos, se
realizaron hemogramas de sangre entera en un contador hematolégico veterinario (Abacus
Jr. Vet, Austria), en la Academia Nacional de Medicina, antes de la deplecién y 24 hs des-
pués de la administracién del anticuerpo. Asimismo, se confirmd la deplecion cada 48 hs
mediante el recuento diferencial de leucocitos en una cdmara de Neubauer, utilizando el
método de frotis con la subsiguiente tincidn con May-Griiwal-Giemsa. El método de frotis
simplemente consiste en disponer una gota de sangre sobre un portaobjetos y esparcirla

con un cubreobjetos para que quede una capa traslucida.

6.15. Aislamiento de esplenocitos e induccion de la expresidn de citoquinas

Los esplenocitos son las células que componen el bazo, en su mayoria linfocitos B y
T. Para aislar estas células, se colectaron los bazos de todos los animales al finalizar el expe-
rimento (14 d.p.i.) en medio RPMI-10 (medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero
fetal bovino para mantener la viabilidad celular). Los esplenocitos se extrajeron presionando
los bazos contra una malla metdlica sobre una caja de Petri conteniendo 1-2 ml de medio
RPMI-10. Luego, la suspension fue transferida a un tubo falcon de 15 mly se llevé a 4 ml con
el mismo medio. Las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a 8 °C y se resus-
pendieron en 4 ml de cloruro de amonio 0,1 M para lisar los glébulos rojos. La suspensién se
vortexed unos segundos y se incubd en hielo durante 3-4 minutos, se completé con 10 ml

de medio RPMI-10 y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min a 8 °C. El sobrenadante se des-
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cartd y el procedimiento se repitid otra vez para asegurar la lisis completa de los eritrocitos.
Finalmente, las células se lavaron con el medio RPMI-10, se centrifugaron a 1500 rpm du-
rante 5 min a 8 °Cy se resuspendieron en 500 pl del mismo medio. El recuento de los esple-
nocitos se realizé en una cadmara de Neubauer utilizando el colorante azul tripan, el cual
ingresa solo en las células no viables, dejando a las viables incoloras. Se realizaron suspen-
siones con una concentracion de 10’ células en 2 ml de medio RPMI-10, las cuales fueron
estimuladas con 4 x 10’ LIC inactivadas por calor en 100 pl del mismo medio (aproximada-
mente 3 bacterias por cada célula). Luego de incubar las células 24 hs a 37 °C con 5% CO,, se
centrifugaron todas las suspensiones y los pellets de células se resuspendieron en 500 pl de

Trizol® Reagent (Invitrogen).

6.16. Extraccion de RNA y reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversa (RT-PCR)

Para extraer el RNA total de las leptospiras, se centrifugaron 5 ml de cada cultivo a
10000 rpm durante 15 minutos y los pellets se resuspendieron en 500 ul de Trizol® Reagent
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA extraido de las muestras de
leptospiras y de esplenocitos (seccién 6.14) se incubdé con DNAsa | para eliminar los restos
de DNA. Luego, para la sintesis del cDNA se utilizaron 500 ng de RNA, hexameros aleatorios
y la transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen), segun las instrucciones del fabricante. La inte-
gridad del cDNA se comprobd mediante PCR, amplificando el gen rRNA 16s o el gen de B-

actina, segun se describe en la seccion 6.6.1.

6.17. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)

El analisis por PCR en tiempo real permite calcular el nimero de copias del gen am-
plificado (DNA o cDNA) a medida que transcurre la reaccion, a partir de una curva de cali-
bracién que debe ser especifica de dicho producto. Por esta razén, es una herramienta util

para cuantificar o medir la expresién de genes.
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Para la confeccidn de las curvas de calibracién, primeramente se debe contar con el
producto purificado y cuantificado. Los genes rRNA 16s, B-actina y los correspondientes a las
citoquinas interleuquina 4 (IL-4), IL-10, IL-12, IL-17 e interferén gamma (IFNy) fueron clona-
dos con oligonucledtidos especificos en vectores comerciales (0GEM-T, ploc), y purificados
con el kit Nucleospin Extract Il (Macherey-Nagel), segun las instrucciones del fabricante. Las
secuencias de los oligonucledtidos empleados, sus temperaturas de annealing y el tamaiio
de los productos se enumeran en la Tabla 6.5. Luego de cuantificar las muestras en un es-
pectrofotémetro (NanoDrop, Thermo Scientific), se realizaron diluciones seriadas por tripli-
cado que fueron utilizadas como moldes para la amplificacién por PCR en tiempo real. La
corrida y el analisis de los datos se realizaron con el instrumento Line-Gene FQD-48A (Bioer

Technology Co., LTD).

Tabla 6.5. Oligonucledtidos empleados en los ensayos de PCR en tiempo real

Nombre del TA Longitud

oligonuclestido Secuencia nucleotidica (5’-3’) °C) (ob)

B-actina B-actina Fw GGCTGTATTCCCCTCCATCG 61 241
B-actina Rv CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

B-actina cDNA gActina Fw CGTCATCCATGGCGAACTG 58 60
gActina Rv GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT

rRNA 16s Lepto Fw CATTCATGTTTCGAATCATTTCAAA 55 331
Lepto Rv GGCCCAAGTTCCTTCTAAAAG

Interleuquina-4 IL-4 Fw CATCGGCATTTTGAACGAGGTCA 58 240
IL-4 Rv CTTATCGATGAATCCAGGCATCG

Interleuquina-10  IL-10 Fw GTGGAGCAGGTGAAGAGTGATTT 58 324
IL-10 Rv CCAAGGAGTTGTTTCCGTTAGC

Interleuquina-12  IL-12 Fw ATGGCCATGTGGGAGCTGGAGAAAG 65 255
IL-12 Rv GTGGAGCAGCAGATGTGAGTGGCT

Interleuquina-17  IL-17 Fw ACCGCAATGAAGACCCTGAT 56 83
IL-17 Rv TCCCTCCGCATTGACACA

Interferon-y INF-y Fw CTTGGATATCTGGAGGAACTGGC 55 234
INF-y Rv GCGCTG ACCTGTGGGTTGTTGA

TA: temperatura de annealing
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Se utilizdé la TAQurate Green real-time PCR MasterMix para todas las reacciones,
segun las instrucciones del fabricante. El ciclado consistid de una desnaturalizacidn inicial a
94 °C durante 2 minutos, seguido de 65 ciclos de 20 segundos a 94 °C, 15 segundos a las
respectivas temperaturas de annealing y 15 segundos a 72 °C, y finalmente una extension
final de 2 minutos a 72 °C. Las curvas de melting, que son una medida de la identidad del
producto, se realizaron inmediatamente después de la amplificacion, con un incremento de
temperatura de 0,3 °C/segundo entre los 70 °C y 89 °C, con continua adquisicion de fluores-
cencia. Ademas, se comprobd el tamafio de los amplicones por electroforesis en gel de aga-

rosa.

6.18. Histologia e inmunohistoquimica

Los cortes histoldgicos de los rifiones provenientes de los ratones C57BL/6J fueron
montados en portaobjetos, y tefiidos con hematoxilina/eosina. La nefritis fue evaluada por
un patélogo profesional (Dr. Ricardo Drut, Facultad de Medicina-UNLP) en una escala entre
0-4 en una seccion longitudinal completa del 6rgano, segun criterios previamente publica-

dos para calificar las lesiones renales presentes en la leptospirosis [178]. La calificacién fue

como sigue:
v Grado 0: ausencia de infiltrados inflamatorios o necrosis
v Grado 1: inflamaciéon minima (1-5 focos)
v Grado 2: inflamacion leve (<25% de la seccién afectada, o 6-10 focos)
4 Grado 3: inflamacion moderada (25-50% de la seccién afectada o 11-20 focos)
v Grado 4: inflamacién severa (>50% de la seccién con infiltrados inflamatorios,

0 >20 focos)

Para la inmunohistoquimica, los cortes fueron rehidratados y calentados en buffer ci-
trato (citrato de sodio 10 mM, 0,05% Tween-20, pH 6) en una olla a presiéon durante 20 mi-
nutos. Luego, cuando los cortes se enfriaron, se sumergieron en agua oxigenada al 3% para

inhibir la actividad peroxidasa enddgena. Los sitios antigénicos inespecificos se bloquearon
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con suero normal de cabra al 5% en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, los cortes se incubaron con una dilucién 1:200 de antisuero policlonal murino
anti-LipL32 (gentileza de la Dra. Nascimento del Instituto Butantdn, Brasil) durante 1 hora a
37 °C. Se realizaron varios lavados con PBS y después se incubé con el anticuerpo secunda-
rio, 1gG anti-ratén de cabra biotinilado, seguido de la incubacidén con estreptavidina conju-
gada a peroxidasa (DAKO, EEUU). Para el revelado, se sumergieron los cortes en una solu-
cién de diaminobenzidina (DAB) con agua oxigenada, hasta que la reaccién llegé a la inten-
sidad de color deseada. Finalmente, se realizdé una contratincion con hematoxilina y los cor-
tes fueron deshidratados y montados con un cubreobjetos. La observacién se realizé en un

fotomicroscopio Nikon E200.

6.19. Digestion de fragmentos del gen tir2

La mezcla de reaccion consistié de buffer Tango 1X (Thermo Scientific), el cual ya
contiene BSA, 5 U de la enzima de restriccién Mspl (Thermo Scientific), 1 ug de DNA y agua
estéril hasta completar volumen de 20 pul. Se incubé durante >16 horas a 37 °C y luego se
corroboré la digestion por electroforesis en gel de poliacrilamida 10% nativo, preparado
segun el protocolo estandar pero sin el agregado de SDS. Los geles se corrieron en Buffer de
Corrida 1X (Tabla 6.4) a 75 voltios. Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles se
incubaron con bromuro de etidio para la visualizacion de las bandas y se observaron en el
transiluminador de luz UV de 310 nm (Fotodyne o Stratagen, EEUU) y las imagenes se captu-

raron con el software Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak).

6.20. Analisis estadistico

En los graficos de barras, los datos han sido expresados como promedio * error
estandar de la media o SEM (del inglés, standard error of the median). Las diferencias entre
los grupos se determinaron con la prueba t de Student o el analisis de la varianza (ANOVA)
de dos vias, con posterior aplicacion del test de comparacion multiple de Bonferroni, seguin
correspondiera. El analisis de contingencia se realizé mediante el Test Exacto de Fisher. Los

valores de P < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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