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Resumen

RESUMEN

Los flagelos comprenden uno de los factores de virulencia mas
importantes de los patégenos bacterianos. Dichas estructuras permiten a
los microorganismos desplazarse en ambientes acuosos y también sobre
superficies sélidas. La flagelina, componente estructural de los flagelos,
es reconocida como MAMP por los receptores del sistema inmune
innato del hospedador. La interaccién de dicho ligando con estos
receptores inmunes desencadena la activaciéon de la cascada intracelular
NF-kB, con la concomitante produccién de citoquinas y quimioquinas
pro-inflamatorias y la generacién de respuestas inmunes innatas contra
el patégeno.

En la Gltima década, la modulaciéon de la respuesta inmune innata
frente a infecciones microbianas utilizando agonistas de TLRs ha
despertado un gran interés por parte de los investigadores. La
utilizacion de MAMPs para generar respuestas inmunes innatas que
potencien la respuesta hacia el patégeno por si mismo promete ser un
camino interesante para mejorar el tratamiento de diversas
enfermedades infecciosas.

P. mirabilis es un patégeno oportunista Gram negativo, que causa
infecciones del tracto urinario generalmente complicadas y tiene la
capacidad de sobreexpresar flagelos en su superficie, cuando alterna su
estructura celular a la forma swarmer.

En el presente trabajo se utilizaron distintas aproximaciones /n
vivo e in vitro para estudiar la capacidad de la flagelina de P mirabilis
de inducir la activaciéon de la respuesta inmune innata en el TU.

Los resultados obtenidos demostraron que la flagelina de A
mirabilis tiene la capacidad de inducir la produccién de quimioquinas
pro-inflamatorias. Asimismo, la presencia de dicha proteina en la vejiga
murina indujo el reclutamiento de células inmunes, produciendo
inflamaciéon en el tejido. Por otra parte, el ensayo de instilacién de
flagelina y posterior desafio ascendente con F£. mirabilis puso en
evidencia que la respuesta inflamatoria producida por la presencia de
altas concentraciones de dicha proteina en el TU favorece la
colonizacién bacteriana, sugiriendo que la respuesta inflamatoria genera
un ambiente propicio para la infeccion. Ademas, se evidencié que la
flagelina de las distintas cepas de P£. mirabilis no tienen la misma
capacidad de inducir la activacién de la respuesta inmune innata.



Antecedentes

ANTECEDENTES

Infecciones del tracto urinario

Las infecciones del tracto urinario (ITU) se encuentran entre las
enfermedades infecciosas mas comunes que afectan a personas de
diversas edades, siendo muy frecuentes en pacientes hospitalizados asi
como también en pacientes de caracter ambulatorio (Foxman, 2003).
Entre los grupos de riesgo de padecer una ITU se encuentran neonatos,
adultos mayores y mujeres jévenes sexualmente activas, las cuales
exhiben un alto grado de incidencia y recurrencia (Sobbel, 2000).
Diversos estudios epidemiolégicos reportan que casi el 50 % de las
mujeres presentan al menos un episodio de ITU durante su vida y que
s6lo en Estados Unidos unos 11 millones de mujeres son afectadas con
una ITU anualmente (Foxman, 2003). Las ITU constituyen la mayor
causa de morbilidad y gastos en cuidados de la salud en todos los
grupos de edades. Se estima que mas de 150 millones de personas en
todo el mundo son diagnosticadas con ITU anualmente (Gonzalez and
Schaeffer, 1999). Por lo tanto, las ITU hacen que se destine una
enorme cantidad de dinero a su tratamiento. En particular, en el afio
2006 se realizaron mas de 11 millones de consultas médicas y casi
medio millobn de hospitalizaciones debido a este padecimiento en
Estados Unidos, alcanzando un costo anual de 3,5 billones de délares

sélo en ese pais (Nielubowicz and Mobley, 2010).

Estructura del tracto urinario, vias de infeccién y sintomatologia

Estructuralmente el tracto urinario (TU) se separa en TU bajo,
constituido por la uretra y la vejiga y el TU alto, integrado por los

uréteres y los rifiones. La via mas comin de acceso bacteriano al
7
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organismo es a través de la uretra, la que se denomina via ascendente
(Li and Mobley, 2002). Los microorganismos tienen acceso a la uretra y
a la vejiga y desde alli pueden ascender por los uréteres hasta los
rifones. En otros casos la infeccion puede producirse de forma
descendente, a través de la sangre y se denomina via hematdgena. Este
tipo de infeccién es menos frecuente que la ascendente y generalmente
ocurre en pacientes inmunocomprometidos, que presentan un TU
obstruido o una infeccién sistémica persistente (Hooton, 2000).

Cuando la ITU compromete el TU bajo, se produce cistitis. Entre
los sintomas que caracterizan a este tipo de infeccién se encuentran
disuria, urgencia por orinar y dolor supraptbico (Warren, 1996). Por otro
lado, cuando la infeccion alcanza el TU superior se produce
pielonefritis. En estos casos las manifestaciones clinicas son mas serias
e incluyen desde dolor lateral bajo o abdominal y disuria hasta fiebre
alta, sudor, cefaleas, nauseas y vomitos (Rubin et al, 1992). Cabe
agregar que la ausencia de sintomas no implica ausencia de
colonizacién bacteriana ya que también existen ITU asintomaticas. Una
ITU asintomatica ocurre cuando se aisla un mismo microorganismo en
dos urocultivos consecutivos, careciendo la persona de sintomas clinicos
(Andriole, 1992), mientras que en una ITU sintomatica se observan
sintomas clinicos que varian dependiendo del sitio de infeccién. Tales
sintomas son atribuidos a la presencia bacteriana en el TU (Nicolle,

2001).

ITU complicada y no complicada

Teniendo en cuenta la anatomia y funcionalidad del tracto
urinario las ITU también se han clasificado en complicadas y no

complicadas. Las no complicadas se refieren a ITU que ocurren en
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personas que poseen un TU estructuralmente normal y funcional.
Mayormente se asocian a infecciones bacterianas no nosocomiales y en
general susceptibles a antimicrobianos (Gonzalez and Schaeffer, 1999).
En el caso de las complicadas, los pacientes pueden presentar un TU
anormal, ya sea desde el punto de vista funcional y/o estructural que
le impide tener un flujo y evacuacién normal de orina. De la misma
manera, la presencia de catéteres y la condicién inmunocomprometida
del paciente pueden ser factores que afecten el flujo de orina o que
dificulten la erradicacion de el o los patégenos urinarios. Una ITU
complicada frecuentemente involucra microorganismos resistentes a

agentes antimicrobianos (Gonzalez and Schaeffer, 1999).

Etiologia de las ITU

Los microorganismos capaces de colonizar el TU y generar ITU
pueden variar segln las circunstancias del paciente y la predisposicién
a otras enfermedades. En particular, la etiologia de las ITU se puede
modificar por factores del hospedero que complican esta enfermedad
tales como edad, sexo, presencia de diabetes, lesiones de médula
espinal y cateterizacién, entre otros. Por esta razén, la prevalencia de
uropatégenos difiere entre ITU complicadas y no complicadas (Ronald,
2003).

Las ITU no complicadas generalmente se asocian a la presencia
de un (nico microorganismo que coloniza el TU. En particular, la
etiologia de las ITU no complicadas se ha mantenido casi constante en
las Gltimas 2 décadas, aunque con un aumento importante en la
resistencia a los antimicrobianos utilizados para su tratamiento. El
principal agente microbiano causante de estas [TU corresponde a

Escherichia  coli  uropatogénico (UPEC) (del inglés wropathogenic
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Escherichia col), el cual es responsable de entre el 80 y 85% de las
cistitis no nosocomiales (Hooton and Samadpour, 2005; Ronald, 2003).
Por otra parte, la etiologia de las ITU complicadas es mas diversa y
como se menciond previamente se relaciona directamente con las
caracteristicas del hospedero. Dichas infecciones son tipicamente
causadas por P. mirabilis, P. stuartii, M. morganii, K. pneumoniae, E. coli
y P. aeruginosa, entre otras especies (Hooton et al, 2010; Nicolle,

2005).

Tratamiento y prevencién de las ITU

Tradicionalmente, el tratamiento de las ITU se ha basado en la
terapia antimicrobiana, la cual durante muchos afios ha sido efectiva.
Sin embargo, la emergencia de resistencia bacteriana a agentes
antimicrobianos ha generado un importante problema de salud. La
eleccion del antibidtico correcto constituye una tarea dificil para el
médico tratante ya que los patrones de susceptibilidad antimicrobiana
cambian continuamente (Mathai et al, 2001). £ col; el principal agente
etiolégico causante de ITU, junto con otras Enterobacterias, es en la
actualidad menos susceptible a los antimicrobianos usualmente
utilizados contra las ITU (Gales et al, 2002). Un ejemplo de ello es la
mezcla Trimetropin-Sulfamethoxazole (TMP-SMZ), una combinaciéon de
antimicrobianos que han perdido eficacia debido a una disminucién de
la permeabilidad de la membrana bacteriana y a la producciéon de
enzimas que evitan la accién de estos farmacos (Gonzalez and
Schaeffer, 1999). Por lo tanto, cada vez se hace mas necesario el
surgimiento de formas alternativas de tratamiento y prevencién. En la
actualidad se han propuesto varias estrategias terapéuticas alternativas

al uso de antibidticos para el tratamiento de ITU, las cuales se
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encuentran en etapa de experimentaciéon. Entre ellas encontramos el
tratamiento profilactico con estrégenos en mujeres postmenopausicas y
la inclusién de jugo de arandanos en la dieta (Sivick and Mobley, 2010).
Asimismo, el tratamiento de ratones con forskolina, una droga que
incrementa los niveles de AMPciclico intracelular, genera la expulsién de
UPEC desde el interior de las células del hospedador hacia el espacio
extracelular, dejandolas susceptibles a la respuesta inmune innata y a
los antibiéticos (Bishop et al., 2007). De la misma manera, en ensayos
donde se exponen vejigas a sulfato de protamina, una proteina
altamente catiénica, se logra remover a UPEC de las paredes del
6rgano asi como las intracelulares por medio de la exfoliacién de las
células del epitelio vesical (Mysorekar and Hultgren, 2006).
Desafortunadamente, se ha demostrado que esta estrategia causa un
alto grado de disconformidad por parte de los voluntarios (Sivick and
Mobley, 2010). Asimismo, existen dos vacunas comerciales (Solcourvac®
y Uro-Vaxon®) contra ITU, producidas a partir de extractos bacterianos
complejos, las cuales son utilizadas sélo en Europa. No obstante, se ha
visto que dichas vacunas, producen efectos secundarios en los
pacientes que las utilizan y presentan una proteccién limitada (Mobley,
1997).

Otra posible estrategia para la prevencion de ITU consiste en la
inmunizacién. Actualmente, la mayoria de los estudios que involucran
esta estrategia estan dirigidos a la identificacién y caracterizacién de
factores de virulencia requeridos para la colonizacién o diseminacién
bacteriana en el TU. Entre dichos factores encontramos la fimbria P, la
hemolisina HIyA, la fimbria tipo 1 y proteinas relacionadas a la
captacién de hierro como el sideréforo de membrana externa IroN de
UPEC (Sivick and Mobley, 2010). Aunque la vacunacién con estos

factores de virulencia ha mostrado generar un incremento en el nivel de
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anticuerpos especificos y una disminuciéon en la colonizacién bacteriana
en el hospedador, dicha disminuciéon en la colonizacién nunca tiene una
efectividad del 100%. Existe también la complejidad de que muchos de
estos factores también se pueden encontrar en microorganismos no
patégenos. Ademas, hasta el momento ninguna vacuna desarrollada
tiene una efectividad del 100% para evitar una ITU.

Para ello, el conocimiento del patégeno y los factores de
virulencia que juegan un papel importante en el proceso de infeccion
son puntos claves en el desarrollo de nuevas estrategias profilacticas y

terapéuticas.

Proteus mirabilis y las [TU

P. mirabilis es una bacteria Gram negativa movil, uropatégeno
oportunista. Pertenece al Filo Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Enterobacteriales y a la familia de las
Enterobacterias. Comparte el género PFProteus con las especies: P
vulgaris, P. penneri 'y P. myxofaciens (Penner, 1984). Es un
microorganismo moévil que posee flagelos peritricos y es capaz de
diferenciarse de una célula vegetativa en forma de bastén (célula
swimmen a una célula elongada multinucleada (célula swarmen que
sobreexpresa flagelos en su superficie (Hoeniger, 1965).

P. mirabilis es un agente causante de ITU ascendente en
humanos. Generalmente se asocia a ITU en pacientes con
anormalidades funcionales y/o estructurales del TU o que deben ser
cateterizados por largos periodos de tiempo, por lo que comprende uno
de los agentes causantes de ITU complicadas en humanos (Ronald,
2003; Rosser et al, 1999). En particular, los pacientes sometidos a

cateterizacién son mas susceptibles a infecciones causadas por P

12
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mirabilis. La producciéon de amoniaco, debido a la actividad ureasa de
dicho patégeno conllevan a la precipitacion de cristales de estruvita y
carbonato de hidroxiapatita en la orina, lo cual muchas veces causa la
obstruccién de los catéteres (Coker et al., 2000). Mads de 5 millones de
pacientes son cateterizados cada afio, cada uno con un alto riesgo de
padecer una ITU-C (ITU asociada a catéteres) (Nielubowicz and Mobley,
2010). AP. mirabilis ocupa el cuarto lugar entre los agentes etioldgicos
causantes de ITU hospitalarias en América Latina, después de £ col,
Klebsiella spp., P. aeruginosa (Gales et al, 2002) y el tercer lugar en
América del Norte (Mathai et al., 2001).

Durante el proceso de entrada al huésped la bacteria toma
contacto con los diferentes 6rganos y tejidos que conforman el TU, a
los cuales debe adherirse y colonizar. La adhesion bacteriana a la
superficie epitelial es considerada uno de los mecanismos de
patogenicidad mas importantes (Reid and Sobel, 1987). Para ello P~
mirabilis expresa diversos factores de virulencia que le permiten
establecer la infeccién. Entre sus factores de virulencia potenciales se
encuentran los flagelos (Latta et al, 1999), produccién de ureasa,
hemolisinas, proteasas que clivan inmunoglobulinas (Ig) A e IgG (Loomes
et al, 1990) y diversos tipos de fimbrias (Rozalski et al, 1997). Estos
factores mediarian la adherencia al epitelio, la invasion del tejido y

evasion de la respuesta inmune del hospedador (Coker et al., 2000).

Sistema inmune innato

Los efectos causados por las infecciones microbianas han llevado
a la generacion de una variedad de mecanismos de respuesta en el

hospedador, tanto innatos como adaptativos. Una de las distinciones
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entre ambos tipos de respuestas radica en los tipos de receptores
utilizados para reconocer a los microorganismos (Medzhitov, 2007).

El reconocimiento en la inmunidad innata se basa en la detecciéon
de estructuras que son Unicas de los microorganismos. Los agonistas de
los receptores inmunes PRRs (del inglés pattern recognition receptors)
son denominados generalmente como PAMPs (pathogen associated
molecular patterns) o mas recientemente como MAMPs (microbe
associated molecular patterns) (Akira et al, 2006). Dichos MAMPs son
facilmente reconocidos por los receptores de la respuesta inmune innata
por tres razones principales. Primero, son conservados entre los
microorganismos de una determinada clase, segundo, son productos de
vias que son Unicas a los microorganismos, y tercero, tienen roles
esenciales en la fisiologia microbiana, lo cual hace que sea muy dificil
que el microorganismo evada al sistema inmune innato modificando
dichas moléculas (Medzhitov, 2007). Asimismo, los PRRs reconocen
sefiales de estrés enddégeno llamadas DAMPs (damage associated

molecular patterns) (Jeong and Lee, 2011).

PRRs, sus funciones y sus ligandos

Existen varias clases de PRRs funcionalmente diferentes como los
receptores de la familia de los NLRs (entre los que encontramos los
receptores NOD, NALP, IPAF y NAIP) y la de los receptores tipo Toll
(TLRs). Los TLRs forman una familia importante de receptores inmunes
innatos (Medzhitov and Janeway, 1997). Son receptores transmembrana
que reconocen acidos nucleicos virales y varios productos bacterianos,
incluyendo LPS, flagelina y acidos lipoteicoicos (Akira et al., 2006).

La unién de los TLRs a sus ligandos lleva a la generacion de

respuestas inflamatorias y antimicrobianas. En términos de respuesta
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inflamatoria, el reconocimiento de los MAMPs por parte de los TLRs
induce la produccién de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias,
incluyendo factor de necrosis tumoral (TNF)-a, interleuguina-1g (IL-1B) e
IL-6, las cuales coordinan las respuestas inflamatorias locales vy
sistémicas (Medzhitov, 2007). Una propiedad de los agonistas de los
TLRs es la habilidad de promover la maduracién de las células
dendriticas (CDs) y la produccién de citoquinas, paso critico para
establecer el nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa requerida
para enfrentar a los patégenos (Honko and Mizel, 2005).

El receptor TLR5 se expresa en una variedad de células y
participa en la respuesta inmune innata y adaptativa mediante el
reconocimiento de la subunidad estructural de los flagelos, la flagelina.
Las superficies epiteliales del hospedador representan los sitios de
entrada para los microorganismos patégenos y la expresion de este
receptor permite la rapida deteccion de los organismos flagelados
(Honko and Mizel, 2005). La flagelina, como otros agonistas de TLRs,
tiene la capacidad de estimular la maduracién y produccién de
citoquinas en CD humanas (Means et al., 2003). El reconocimiento de la
flagelina de bacterias Gram negativas por parte del receptor TLR5 inicia
una cascada de sefializacion mediada por moléculas adaptadoras y
factores que culmina con la transcripcién de genes pro-inflamatorios y
co-estimuladores (Honko and Mizel, 2005). También se ha visto que esta
subunidad tiene la capacidad de activar la expresion de genes
antiapoptoéticos (Vijay-Kumar et al., 2006).

Asimismo se ha planteado la posibilidad de que la flagelina pueda
funcionar como adyuvante de mucosas en ensayos de co-inmunizacién

con antigenos de Y. pestis en un modelo murino (Honko et al., 2006).
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Tracto urinario, barrera contra patégenos y respuesta inmune

El TU esta constituido por la uretra, vejiga, uréteres y rifiones y
representa una formidable barrera mecanica contra infecciones
microbianas. En particular la vejiga es una barrera impermeable que
continuamente sufre expansiéon y contraccién (Apodaca, 2004). Esta
cubierta internamente por un epitelio de transiciéon, constituido
externamente por células altamente diferenciadas, multinucleadas, que
limitan la superficie luminal. Debajo de este epitelio estd la [dmina
propria donde se encuentran fibroblastos, vasos sanguineos y células
inmunes.

El epitelio del TU tiene la capacidad de generar respuestas
inmunes innatas y adaptativas altamente organizadas y efectivas para
contrarrestar los ataques bacterianos (Song and Abraham, 2008). En
particular, para que se monte una respuesta inmune innata en el TU es
critica la presencia y actividad de receptores inmunes (Song and
Abraham, 2008). Dichos receptores también son necesarios para el
control de la respuesta inmune adaptativa que se produce
posteriormente (Bowie and Haga, 2005). Entre estos receptores, los TLR
cominmente encontrados en el TU incluyen TLR2 (reconoce ARN doble
hebra), TLR4 (reconoce LPS), TLR5 (reconoce flagelina), TLR9 (CpG no-
metilados de ADN bacteriano y virus) y TLR11 cuya funcién en humanos
es aun discutida (Song and Abraham, 2008). Estudios /7 wivo han
mostrado que la expresién de TLR5 y TLR11 contribuyen a la defensa
inmune en el TU y son esenciales para la efectiva respuesta inmune
murina contra una infecciéon experimental con UPEC (Andersen-Nissen et
al., 2005). De todas formas, actualmente el ligando especifico de TLR11
en UPEC sigue siendo desconocido (Lauw et al, 2005). Asimismo, se
conoce que la respuesta inmune frente a una infeccién por UPEC

depende de la activacion del receptor TLR4 (Billips et al, 2007). El
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reconocimiento de ligandos, como el LPS de UPEC por el TLR4, resulta
en la activaciéon del factor transcripcional NF-kB y la produccién de
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias como por ejemplo CXCL-6 y
CXCL-8 entre otras. Esta respuesta temprana inducida en el TU resulta
en la acumulacién de quimioquinas inflamatorias en la mucosa de la
vejiga y en la orina, asi como induce también el reclutamiento vy
activacion de células efectoras, entre ellas neutréfilos, con el fin de

resolver la ITU (Akira et al., 2006; Billips et al.,, 2007).

Flagelos bacterianos

Los flagelos de bacterias Gram negativas estan implicados en la
patogenicidad bacteriana sirviendo como medio de propulsion, adhesion
e invasion del epitelio del hospedador (Murthy et al, 2004). Son
estructuras helicoidales, filamentosas y tubulares, constituidas por 3
componentes generales: el filamento, el cuerpo basal y el gancho. El
cuerpo basal se encuentra embebido en la membrana y pared
bacteriana y corresponde al motor del flagelo. El filamento del flagelo
se ancla al cuerpo basal a través del gancho y estd compuesto por
subunidades repetidas de una proteina denominada flagelina (Miao et
al, 2007). La forma y longitud del flagelo estdn en parte determinadas
por la estructura y nimero de subunidades de flagelina asi como por la
direccién de rotacién del filamento (Madigan et al., 1997).

Una de las subunidades estructurales de los flagelos que ha sido
mas extensamente estudiada es la flagelina de Salmonella typhimurium
en la cual se ha visto que su estructura en 3D presenta una disposicion
tipo “gamma” () (Fig. 1) formada por 4 dominios: DO, D1, D2 y D3
(Miao et al, 2007). Los dominios DO y D1 son altamente conservados a

lo largo de las secuencias de diferentes flagelinas bacterianas,
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conforman la base de ' y corresponden a los extremos amino-terminal
y carboxilo-terminal (Ct) de la secuencia aminoacidica total (Beatson et
al, 2006). Por otro lado, los dominios D2 y D3 consisten mayormente
en hojas plegadas B, las cuales forman el brazo horizontal de la
molécula que sobresale hacia afuera del eje central del filamento y son
generalmente menos conservados en su secuencia aminoacidica
(Beatson et al, 2006). En particular, estudios mutacionales con dicha
flagelina han permitido establecer los residuos aminoacidicos
conservados en el dominio D1 que son reconocidos por TLR5 (Eaves-
Pyles et al, 2001). Ademas, se ha visto que cambios en un Gnico
aminoacido en la regidon de reconocimiento de TLR5 de la flagelina
previenen el correcto ensamblaje y motilidad del flagelo, demostrando
nuevamente que el receptor TLR5 reconoce una estructura terciara
altamente conservada evolutivamente (Andersen-Nissen et al, 2005;

Smith et al., 2003).

D2 D3

\
| hypervariable
domain

required for &
signaling

polymernization
domairn

Figura 1. Estructura de la flagelina. Tomada de Honko y Mizel (2005).
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Estudios llevados a cabo con la flagelina de S &yphimurium han
demostrado que el reconocimiento de su regién conservada por el
receptor TLR5 del huésped, induce la activacién de la cascada de
sefializacion intracelular NF-xB que lleva a la induccién de la expresién
de genes pro-inflamatorios en el huésped (Simon and Samuel, 2007). No
obstante, algunas bacterias flageladas presentan cambios en el dominio
D1 que previenen el reconocimiento por parte del receptor TLR5
(Andersen-Nissen et al., 2005) asi como modificaciones compensatorias
que restauran la correcta polimerizacion del filamento y motilidad del
flagelo (Andersen-Nissen et al., 2005).

En la Gltima década, la modulaciéon de la respuesta inmune innata
frente a infecciones microbianas utilizando agonistas de TLRs ha
despertado un gran interés por parte de los investigadores. La
utilizacién de MAMPs para generar respuestas inmunes innatas que
potencien la respuesta hacia el patégeno por si mismo promete ser un
camino interesante para mejorar el tratamiento de diversas
enfermedades infecciosas (Mizel and Bates, 2010). La flagelina, tiene la
capacidad de inducir fuertes respuestas inmunes innatas cuando es
reconocida por los receptores innatos, activando la cascada intracelular
NF-kB, con la concomitante produccién de citoquinas y quimioquinas
pro-inflamatorias (Honko and Mizel, 2004). Diversos estudios han
utilizado la flagelina para modular la respuesta inmune en mucosas,
induciendo mecanismos innatos protectores que contribuyen al
desarrollo de subsecuentes respuestas adaptativas (Honko and Mizel,
2005). Por otra parte, la utilizacién de flagelina como adyuvante es
actualmente un concepto muy estudiado en el contexto de un amplio
rango de vacunas recombinantes (Mizel and Bates, 2010). En algunos
casos dichas vacunas se aplican por separado mientras que en otros

como proteinas de fusién entre la flagelina y el antigeno heterélogo.

19



Antecedentes

Algunas de las propiedades que la hacen interesante para dicho uso
son la induccién de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias (Honko
and Mizel, 2004), asi como también la generacién de respuestas
celulares basadas en neutrdfilos, células dendriticas y la migracion de
linfocitos T y B a los nédulos linfaticos (Bates et al., 2008). Ademas, la
flagelina presenta otras ventajas que la hacen interesante para su
utilizacién como adyuvante, entre las que se destaca su efectividad en
bajas concentraciones (Weimer et al, 2009). El efecto adyuvante de la
flagelina recombinante de S typhimurium en combinacién con, por
ejemplo, Y. pestis y S. pneumoniae, se ha evaluado en varios ensayos
con animales, obteniéndose resultados muy prometedores (Honko et al,

2006; Mufioz et al., 2010).
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Hipdétesis y Objetivos

La flagelina de P mirabilis tiene un papel en la modulacién de la
respuesta inmune innata en el tracto urinario y una funcién en la

proteccion del huésped frente a infecciones del tracto urinario.

Determinar la influencia de la flagelina de P mirabilis en la
modulaciéon de la respuesta inmune innata en el tracto urinario por

medio de distintas aproximaciones experimentales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Evaluar el papel de los flagelos bacterianos de P. mirabilis en el
desarrollo de una ITU ascendente en ratones.

2- Obtener flagelina nativa de diferentes cepas uropatogénicas de P
mirabilis de la coleccién del Departamento de Microbiologia.

3- Determinar la capacidad de las diferentes flagelinas purificadas de
activar una respuesta inmune innata /n vitro.

4- Evaluar el tipo de respuesta inmune innata inducida por la flagelina
de P. mirabilis en cultivo de células de vejiga humana T24 mediante
PCR en tiempo real.

5- Establecer si la instilacién de la flagelina en el TU murino promueve
una respuesta inmune innata en vejiga.

6- Estudiar el efecto de la instilacion de flagelina de P mirabilis en el

TU sobre el desarrollo de una ITU ascendente experimental en ratones.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

En este trabajo se emplearon 8 cepas salvajes de P mirabilis,
pertenecientes a la coleccién del Departamento de Microbiologia del
IIBCE (Tabla 1). Dichas cepas son de origen clinico, recuperadas de
pacientes que presentaban ITU. Todas ellas se cultivaron en forma
rutinaria en medio Luria Bertani (LB) (triptona 1,0 %, extracto de
levadura 0,5 %, NaCl 0,5 %, pH: 6,8) a 37°C durante 24 hs.

Para la purificaciéon de flagelina, las cepas se sembraron en el medio
Infusién Cerebro Corazén (BHI del inglés Brain Heart Infusion) (infusién
cerebro de ternero 0,77%, infusion corazén de buey 0,98%, peptona
1,0%, dextrosa 0,2%, NaCl 0,5%, fosfato disédico 0,25%, pH: 7,4).
Cuando se requirié el uso de medio sélido, se agregd 1,5% de agar

base.

Tabla 1. Cepas de P. mirabilis uropatogénicas utilizadas en este trabajo.

Cepa Origen Referencia
P. mirabilis 6515 ITU clinica (Piccini et al., 1998)
P. mirabilis 19287 ITU clinica Colecciéon del Dpto. de Microbiologia
P. mirabilis 47 ITU clinica Coleccién del Dpto. de Microbiologia
P. mirabilis 268 ITU clinica Colecciéon del Dpto. de Microbiologia
P mirabilis 2921 ITU clinica (Zunino et al., 2000)
P. mirabilis 289 ITU clinica Coleccién del Dpto. de Microbiologia
P. mirabilis 783 ITU clinica (Zunino et al., 1994)
P mirabilis 2932 ITU clinica (Zunino et al., 1994)
P mirabilis AF ITU clinica (Scavone, 2009- Tesis de Doctorado

PEDECIBA, en marcha)
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En el ensayo de co-infeccién se utilizé la cepa salvaje P mirabilis
2921 (Zunino et al., 2000) y la cepa aflagelada AF (Pr2921 7AA~ flaB,
Kan®) (Scavone, 2009- Tesis de Doctorado PEDECIBA, en marcha),
mutante isogénica de la cepa salvaje P. mirabilis 2921.

Para el recuento diferencial de P. mirabilis 2921 y P. mirabilis AF
se tuvo en cuenta que como resultado del proceso de mutagénesis la
mutante AF es resistente al antibiético Kanamicina (Bjorling et al., 2001).
Por esta razén, cuando fue necesario, se adicioné dicho antibidtico al

medio de cultivo, a una concentraciéon final de 34 pg/ml

2. Ensayo de Dienes

Antes de utilizar las cepas de P mirabilis que se detallan en
Tabla 1, se realizé el Test de Dienes de inhibiciéon mutua. Dicho test se
basa en la caracteristica que presenta P. mirabilis de inhibir el swarming
cuando 2 o mas aislamientos de diferente origen se siembran en una
misma placa (Pfaller et al., 2000; Skirrow, 1969).

A partir de un cultivo de cada aislamiento en BHI se sembraron
en simultdneo 2 pl de 3 de los aislamientos en una placa de medio BHI
suplementado con agar 1,5% y se incubaron las placas a 37°C durante
24 hs. Transcurrido el tiempo de incubacion establecido se analizé el

crecimiento de cada cepa.

3. Purificacién de flagelina

La purificacion de flagelina (proteina estructural del flagelo) se
realiz6 de acuerdo al protocolo descripto por Allison y colaboradores
(1985) con modificaciones. Para purificar la flagelina de P mirabilis,

cada una de las distintas cepas (Tabla 1) se sembraron en 60 placas
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de Petri con medio BHI suplementado con 1,5% de agar y se incubaron
a 37°C durante 24 horas. A continuacién las células se recuperaron con
ansa estéril, se resuspendieron en PBS (0,01 M, pH: 7,00 y se
centrifugaron a 5000 x g durante 15 minutos a 4°C. El pellet bacteriano
obtenido se resuspendié en PBS estéril en una relacién 100 ml cada 6
gramos de peso himedo de células y los flagelos se desprendieron
utilizando una licuadora a maxima velocidad durante 30 segundos.
Posteriormente, el homogeneizado se centrifugd a 16.000 x g durante
15 minutos y a 4°C. El sobrenadante conteniendo los flagelos se
centrifugd una vez mas a 40.000 x g durante 1 hora y 4°C. Finalmente
se descartd el sobrenadante y el sedimento rico en flagelos se
resuspendié en PBS estéril. Cada suspension final de flagelina se separd
en alicuotas las cuales se congelaron a -20°C hasta su utilizacion.
Dichas flagelinas purificadas se detallan en la Tabla 2. La cuantificacién
de flagelina en cada muestra se realizo mediante el método

colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976).

Tabla 2. Nomenclatura de flagelinas de P. mirabilis purificadas.

Cepa Nomenclatura de la flagelina
P. mirabilis 6515 Pr6515 “A”
P. mirabilis 19287 Pr19287 “B”
P. mirabilis 47 Pr47 “C”
P. mirabilis 268 Pr268 “D”
P. mirabilis 2921 Pr2921 “E”
P. mirabilis 289 Pr289 “F”
P. mirabilis 783 Pr783 “G”
P. mirabilis 2932 Pr2932 “H”
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Para identificar el producto obtenido a partir del protocolo de
purificacion de flagelina, se analiz6 una de las muestras por mapeo
peptidico (MALDI-TOF). Para ello se corrié una alicuota de flagelina “E”
en un SDS-PAGE al 10% vy luego de la corrida electroforética se
escindié la banda del gel. Dicha banda fue remitida al Laboratorio de
Bioquimica y Proteémica Analitica del Instituto Pasteur de Montevideo
para su analisis.

Con el fin de evaluar una posible contaminacién de las
preparaciones con LPS bacteriano, se agregd Polimixina B a la flagelina
en una relacion 1:100, la cual se estudié previamente en distintos
ensayos /n vivo de instilacion de flagelina en ratones y recuento de
células inmunes en orina y evaluacion de modificaciones histolégicas en
vejigas de animales instilados. De acuerdo a diferentes autores, dicha
cantidad de antibiético es suficiente para neutralizar el LPS que pudiera
estar presente en la preparaciéon (Bjorling et al, 2001; McDermott et al.,
2000). Al no detectarse diferencias en los efectos de la preparaciéon con
o sin Polimixina B, se decidi6 emplear la flagelina en los distintos

procedimientos.

4. Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Para visualizar las proteinas purificadas se corrié un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Dicha técnica se realiz6
de acuerdo al protocolo de Sambrook (1989). El gel separador se
prepar6 a una concentracion de acrilamida final del 10% y el
concentrador del 5%. En ambos casos la relacion
acrilamida/bisacrilamida fue 29:1. La solucién tampén utilizada para la
electroforesis fue Tris-glicina (Tris 0,3%, glicina 1,9%, SDS 1%). La

corrida electroforética se realizé en una cuba Mini Protean Il de Bio-Rad
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a 100 V hasta la llegada del frente de corrida al gel separador y luego
se continué a 140 V.

Antes de la corrida electroforética las proteinas se suspendieron
en buffer de muestra para electroforesis en geles de acrilamida (Tris-HCl
125 mM, pH: 6,75, glicerol 20%, SDS 4%, B-mercaptoetanol 10% y azul
de bromofenol 0,01%) al doble de su concentracién inicial (2x) y se
sometieron a 100°C durante 5 minutos.

Para visualizar las bandas proteicas los geles se tifieron con azul
brillante de Coomassie (0,25 gramos de azul brillante de Coomassie en
90 ml de etanol absoluto al 50% en agua destilada y 10 ml de 4acido
acético glacial) y se decoloraron con solucién decolorante (etanol 25%,
acido acético 8,0%). Para la estimacion del peso molecular
(Ragnarsdottir et al, 2008) de las flagelinas se empleé el marcador de

PM estandar de amplio rango de Bio-Rad.

5. Animales

En los ensayos /n vivo se utilizaron ratones hembra CD-1 de 8
semanas de edad. El nimero de animales utilizados en cada
experimento se redujo al minimo necesario para poder realizar los
analisis  estadisticos correspondientes. Todos los animales se
mantuvieron bajo condiciones controladas en las instalaciones del
bioterio del IIBCE con alimento y agua ad /lbitum.

Los protocolos de manipulacién animal utilizados en este trabajo

fueron aprobados previamente por la Comision de Bioética del IIBCE.
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6. Infeccién experimental del tracto urinario e instilacién intravesical de
flagelina

En los ensayos de ITU ascendente experimental, los ratones se
infectaron con 50 pl de una suspensién bacteriana de 2,0 x 10%
unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro de P mirabilis
(Zunino et al, 2000). Transcurridos siete dias luego del desafio los
animales se sacrificaron por dislocacién cervical y se extrajeron de
forma aséptica los rifiones y las vejigas. Dichos érganos se colocaron
en bolsas estériles conteniendo 10 ml de PBS, se homogeneizaron
durante 120 segundos utilizando Stomacher 80 Lab Blender (Seward,
London, UK) y luego se realizaron diluciones seriadas en PBS. Para los
recuentos bacterianos se utilizé medio agar nutritivo (AN) (extracto de
carne 0,3%, peptona 0,5%, pH: 6,8) sin NaCl, para evitar la formacién
de swarming. Se consideré animal infectado aquel que en cualquiera de
los érganos presentara un recuento mayor a 1,0 x 10° UFC/ml.

Para realizar los ensayos de ITU ascendente experimental y los de
instilacién de flagelina se utilizaron catéteres de polietileno de 0,61 mm
de diametro externo, los cuales se introdujeron en las uretras de los
ratones. A través de dicho catéter se administr6 lentamente cada
suspensién en las vejigas (Gonzalez and Schaeffer, 1999). Ambos
procedimientos se realizaron con los animales anestesiados con xilazina
(10 mg/Kg) y ketamina (50 mg/Kg). Previo a comenzar ambos
experimentos, se vaciaron las vejigas de los ratones mediante suaves

masajes abdominales.
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7. Co-Infeccién P mirabilis 2921 - P._mirabilis AF

Para llevar a cabo la co-infecciéon, un grupo de 9 ratones hembra
CD-1 fue desafiado transuretralmente con 50 pl de una suspension
bacteriana de P. mirabilis 2921 y P. mirabilis AF en una proporcién 1:1
en PBS, a una concentracién final de 2,0 x 10" UFC/ml cada una (Ver
protocolo de desafio y extraccion de organos en seccion 6 de
Materiales y Métodos).

La infectividad de cada cepa se evalu6 en base al nimero de
colonias recuperadas en medio AN (UFC recuperadas de las cepas
salvaje y mutante) y el nimero de colonias recuperadas en medio AN
suplementado con Kanamicina (UFC recuperadas de la cepa mutante

aflagelada).

8. Evaluacién de la activacion de la respuesta inmune /n vitro

8.1 Estimulacién de células CacoCCL20-Luc con flagelinas de P,

mirabilis

Para evaluar la capacidad de las distintas flagelinas de P. mirabilis de
inducir una respuesta inmune en células en cultivo se utiliz6 el sistema
reportero de las células eucariotas CacoCCL20-Luc (Nempont et al,
2008). Dichas células provienen de la linea celular Caco-2 de
adenocarcinoma de colon humano, transfectadas con un plasmido que
posee el gen de la luciferasa bajo el control del promotor ccl20
humano (Rumbo et al, 2004). El reconocimiento de la flagelina por
estas células en cultivos induce la actividad luciferasa, la cual puede
ser cuantificada en ensayos de bioluminiscencia. La actividad del
reportero luciferasa, se asocia a la activacion del la cascada intracelular
NF-kB y a la induccién de la expresion del gen que codifica a la

quimioquina pro-inflamatoria CCL20. La activacién de dicha cascada es
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considerada como una marca de la activacién de la repuesta inmune
innata (Nempont et al., 2008).

Para realizar los ensayos, las células CacoCCL20-Luc se cultivaron en
placas estériles de 48 pocillos, en estufa de CO, al 5% y 37°C hasta
llegar a confluencia y cada uno de los pocillos se estimulé con una
suspension de flagelina. El medio utilizado para cultivar las células y
para realizar las diluciones de flagelina fue DMEM CacoCCL20-Luc
(DMEM base Gibco, suero fetal bovino (SFB) 10% final, Hepes 10 mM, 1x
de aminoacidos no esenciales, 100 U/ml de Penicilina y 100 U/ml de
Estreptomicina).

Previo a la estimulacion todas las suspensiones de flagelina se
calentaron a 80°C durante 5 minutos para romper posibles enlaces
peptidicos y asi obtener una suspension con mondémeros de flagelina.
Como control de condicién basal se dejaron 2 pocillos sin estimular y
como control de estimulacién se utilizé flagelina recombinante FLC1 de
S. typhimurium a una concentracién final de 1 pg/ml, cuya capacidad
activadora esta ampliamente caracterizada en el sistema reportero
CacoCCL20-Luc (Nempont et al., 2008; Romanin et al, 2010; Rumbo et
al, 2004). En todos los casos se realizaron duplicados biolégicos de
cada estimulacion.

Se evaluaron diferentes concentraciones de flagelina de P mirabilis:
10 pg/ml, 2,0 pg/mlL, 400 ng/ml y 80 ng/ml Para realizar la
estimulacién, se prepar6 cada muestra en un volumen final de 500 pl
de medio DMEM CacoCCL20-Luc. Una vez transcurrido el tiempo de
estimulacién se lisaron las células de cada pocillo con solucién de lisis
(Lysis Reagent, PROMEGA) y se mezclé con el sustrato de la luciferasa
(PROMEGA) en una relaciéon 5:1 respectivamente. La actividad luciferasa
se midi6 utilizando un Luminémetro (Labsystems Luminoskan TL Plus,

Thermo Scientific, USA).
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8.2 Expresién de genes vinculados a la inmunidad innata

La expresién de genes innatos /n vitro se evalud en cultivo de células
eucariotas T24. Dicha linea deriva de un carcinoma de epitelio de
transicion de vejiga humana y ha sido ampliamente empleada en
ensayos de adhesion de P. mirabilis (Tolson et al, 1997; Zunino et al,
2003). Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos estériles en
estufa de CO, al 5% y 37°C hasta su confluencia y luego se
estimularon con flagelina. El medio de cultivo para las células T24
estuvo compuesto por medio DMEM 45 g/l Gibco (Hjgh Glucosa, L-
glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, bicarbonato de sodio)
suplementado con suero fetal bovino 10% final (PAA), Estreptomicina
100 U/ml y Penicilina 100 U/mlL.

Como se describi6 previamente, las suspensiones de flagelina se
calentaron antes de su utilizacion. En este ensayo se evaluaron 2
variables: tiempo de estimulacién y concentracién de proteina. Los
tiempos de estimulacion estudiados fueron 2 y 8 hs mientras que las
concentraciones de flagelina utilizadas fueron 1 pg/ml, 10 pg/ml y 50
pg/ml. Como control negativo 4 pocillos no fueron estimulados con
proteina y como control positivo las células se estimularon con flagelina
FIiC1 de S typhimurium (Nempont et al., 2008).

Transcurrido el tiempo de estimulacion las células se homogeneizaron
con buffer de lisis RA1 (GE, Healthcare, Germany) y el ARN total se
extrajo utilizando el kit comercial NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel,
Germany), el cual permite también la eliminacion del ADN que pudiera
permanecer en la muestra.

Para la retrotranscripcion se utilizaron random primers y la enzima
transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen, California, USA). El protocolo
consistié en una incubacién de 10 minutos a 25°C y 1 hora a 37°C. La

mezcla de reaccién estuvo compuesta por 2 pl de ARN, 1 nM de
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random primers, 0,5 mM de deoxinucleétidos (dNTPs), 200 U de la
enzima M-MLV, 4 pl del buffer de la enzima (5x), 20U de RNAseOUT, y
7,5 mM de DTT, en un volumen final de 20 pl. El ADNc se congel6 a -
20°C hasta su utilizacion.

A partir del ADNc obtenido se realizé la PCR en tiempo real
utilizando el termociclador MyiQ Single Color Real-time PCR Detection
System (BioRad, USA) y SYBR® Green Master Mix (Invitrogen). Para
realizar las amplificaciones se utilizaron placas de 96 pocillos y cada
mezcla de reaccion consisti6 en 1 nM de cada primer especifico, 0,5
mM de dNTPs, 12 ul de master mix y 10 pl de ADNc, en un volumen
final de 24 pl El protocolo de ciclado consisti6 en 30 minutos a 65°C,
1 minuto a 95°C (x2), 10 minutos a 95°C, [15 segundos a 95°C, 1
minuto a 60°C] (x40), 10 segundos a 50°C (x91) y un periodo final de
manutencion a 4°C. Los primers para el gen reportero de la B-actina
humana asi como para las quimioquinas pro-inflamatorias CCL20, CXCL2
y MCP-1 humanas fueron previamente disefiados y utilizados por Rumbo
y colaboradores (2004) y se detallan en la Tabla 3.

Los resultados se expresaron como el aumento relativo de los
niveles de ARNm en cada tratamiento respecto a los pocillos control

mediante la férmula 222 (Livak and Schmittgen, 2001).
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Tabla 3. Secuencias nucleotidicas de primers humanos utilizados en las reacciones de
PCR en tiempo real

Primers Secuencia

ghuB-actina Forward 5- CCT GGC ACC CAG CAC AAT -3
ghuB-actina Reverse 5- GCC GAT CCA CAC GGA GTA CT -3
ghuCCL20 Forward 5- CCA AGA GTT TGC TCC TGG CT -3
ghuCCL20 Reverse 5- TGC TTG CTG CTT CTG ATT CG -3
ghuMCP-1 Forward 5- CGC CTC CAG CAT GAA AGT CT -3
ghuMCP-1 Reverse 5- ATG AAG GTG GCT GCT ATG AGC -3
huCXCL2 Forward 5- AAG GTG AAG TCC CCC GGA C -3
huCXCL2 Reverse 5- GCC CAT TCT TGA GTG TGG CT -3

Todos los ensayos de PCR en tiempo real a partir de cultivos de
células T24 asi como los ensayos con cultivos de células CacoCCL20-
Luc (Numerales 8.1 y 8.2 de Materiales y Métodos) se realizaron en el
marco de una pasantia de investigacién en el Laboratorio de
Investigaciones del Sistema Inmune (LISIN) de la Universidad Nacional de

La Plata, Argentina.

9. Evaluacién de la respuesta inflamatoria en el tracto urinario

9.1 Modificacién histolégica en vejigas murinas

Con el fin de evaluar el efecto de la administracion de flagelina en el
tracto urinario de ratones se instilaron dos grupos de animales. El
primer grupo se instild con 50 pl de PBS (n=7) y el segundo con 50 pl
de una suspension de flagelina “E” (n=10), purificada de la cepa P
mirabilis 2921, a una concentracién final de 100 pg/ml (5 pg/ratén).

Transcurridas 24 horas post-instilacién se sacrificaron los animales para
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extraer sus vejigas y crioprotegerlas en T7issue Tek. Las vejigas asi
tratadas se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

A continuacién, se realizaron cortes histolégicos seriados de cada
vejiga crioprotegida de 12 um de espesor, con criostato Leica CM 1510.
Dichos cortes se tifieron con Hematoxilina y Eosina y se observaron con
microscopio invertido OLYMPUS DP71, utilizando los aumentos 4x, 10x,
20x y 40x. Las imagenes se procesaron con el programa Cell*F
(OLYMPUS).

Para evaluar la respuesta inflamatoria generada por la instilacion de
flagelina se disefid un Score de dafio histolégico basado en el trabajo
de Alamuri y colaboradores (Alamuri et al, 2009). El valor 0
corresponde a ausencia modificaciones en el tejido; 1 a la presencia de
infiltrados de células inflamatorias ocasionales en submucosa; 2 a
infiltrados celulares diseminados en submucosa y muy poco en capa
muscular y epitelio; 3 a inflamacion perivascular expandida, distribucién

transmural y células inflamatorias en el epitelio.

9.2 Recuento de células inmunes en orina

Este ensayo consistié en instilar una suspensién de flagelina “E” de A,
mirabilis 2921 en forma intravesical (transuretral) a distintos grupos de
ratones hembra CD-1 para analizar la presencia de células inmunes en
la orina murina (=10 en cada grupo). Se evaluaron tres
concentraciones de flagelina diferentes: 5 pg/ratén, 10 pg/ratén y 25
pg/ratén. Como control se agregd un grupo de ratones instilados sélo
con PBS. La orina se colect6 en micro tubos de 1,5 ml a tiempo O
previo a la instilacion y a las 6 y 24 hs post-instilacion. Luego de cada
colecta se realizaron recuentos de células inmunes en Camara de

Neubauer para establecer el nimero de células inmunes por unidad de
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volumen de orina. Para la identificacién de las células inmunes se tuvo
en cuenta el pequefio tamafio, forma circular y la refringencia de las
células inmunes bajo el microscopio éptico respecto a las células de
descamacion de vejiga presentes en las muestras. Estas (ltimas
presentan mayor tamafo, forma irregular y capacidad por refringir la

luz.

9.3 Respuesta celular en vejiga

Para evaluar el reclutamiento de células inmunes en el tejido vesical,
se utilizaron 4 grupos de 4 animales cada uno. Dos grupos se
sacrificaron a las 2 hs post-instilaron, 1 tratado con soluciona salina y
el otro con 5 pg de flagelina de P mirabilis. De la misma manera, los
otros 2 grupos se sacrificaron a las 24 hs post-instilacién. Todas las
vejigas se colocaron en tubos conteniendo 500 pl de medio RPMI frio. A
continuaciéon, cada érgano se dividi6 en fragmentos de 2 mm
aproximadamente con tijera estéril. Una vez obtenidos los fragmentos,
se agregbé 0,5 ml de medio de digestién (0,5 ml RPMI termostatizado a
37°C, 15 mg de Colagenasa Gibco (17100-017), ADNasa | [10 mg/ml]) y
se incub6é durante 30 minutos a 37°C en estufa de CO, al 5%. Para
disgregar completamente los fragmentos de o6rganos se utilizé una
pipeta Pasteur y luego se filtr6 cada muestra utilizando filtros BD de 70
um de diametro de poro lavando con PBS-5 mM EDTA. La mezcla
obtenida se colecté en tubos estériles y se centrifugd a 250 x g
durante 4 minutos. Cada pellet celular se resuspendié en medio FACS
EDTA (PBS libre de Ca™ y Mg™, BSA 1,0%, EDTA 0,1 M, NaN; 0,1%)
hasta alcanzar una concentracién final de 2,0 x 10’ células/ml Las
suspensiones celulares se marcaron con anticuerpos especificos diluidos

1/50 durante 30 minutos a 4°C en oscuridad.
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Se utilizaron 6 anticuerpos marcados diferentes: B220 acoplado a
FITC, Ly6G acoplado a PE, CD19 acoplado a PerCP-Cy5.5, CD3 acoplado
a PE-Cy7, CD1lc acoplado a APC y CD11b acoplado a APC-Cy7 (BD
Biosciences, San Diego, USA). Una vez transcurrido ese tiempo, las
células se lavaron 3 veces con PBS sin BSA y se centrifugaron durante
3 minutos a 300 x g Posteriormente se agregaron 50 pl de formol 4%
en PBS hiperténico diluido al medio en 50 pl de PBS, se homogeneiz6
con vortex y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se realizaron 3 lavados con medio FACS EDTA y cada
muestra se procesdé por medio de citometro de flujo FACS Canto Il
Dicho citometro cuenta con un laser de argdén (488 nm) cuyos filtros
son: LP735 + BD780/60 (750-810), LP670, BP 585/42, BP530/30 y un
laser de diodo rojo (635 nm) con los filtros BP 780/60 y BP 660/20. El
programa utilizado para la adquisiciéon y andlisis de datos fue FACSDiva
v6.1.3 (BD, Biosciences, San Diego, USA). Primeramente las células se
clasificaron de acuerdo a su tamafio y granulosidad y se calculé la
cantidad de cada tipo de células marcadas respecto al numero total de
células inmunes presentes en las vejigas de cada animal.

Este ensayo se realiz6 en colaboracion con la investigadora Dra.
Analia Rial del Departamento de Desarrollo Biotecnolégico del Instituto

de Higiene, Fac. de Medicina, UDELAR.

9.4 Extraccion de ARN de vejigas murinas, retrotranscripcién y PCR en
tiempo real

En este experimento se instilaron 2 grupos de 4 ratones con 5 pg de
flagelina “E” de P. mirabilis cada uno. Transcurridas 2 y 24 hs luego del
procedimiento se sacrificaron los animales y se extrajeron sus vejigas.
Cada vejiga extraida se homogeneizé con 500 pl TRIzol (Invitrogen,

California USA). Los tejidos se disgregaron de forma mecanica con Ultra
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Turrax (IKA-Werke, Staufen-Germany) y se mantuvieron congelados a -
80°C hasta su utilizacion.

Para la extraccién de ARN de cada tejido se sigui6 el siguiente
protocolo. Primeramente se agregaron 200 pl de cloroformo a cada
muestra y se centrifugé a 10.000 x g durante 15 minutos a 4°C. El ARN
presente en el sobrenadante se precipité con isopropanol en una
relaciéon 1:1 y el pelet obtenido se lavd con 1 ml de etanol 75%. A
continuacion las muestras se centrifugaron a 7500 x g durante 5
minutos y 4°C y se descarté el sobrenadante. Para eliminar el exceso
de sobrenadante se colocaron las muestras a 55°C durante 10 minutos.
Finalmente el ARN se resuspendié en 40 pl de agua libre de ARNasas.

La cantidad de ARN obtenida se cuantific6 midiendo absorbancia a
260 nm con Nanodrop (Thermo Scientific) y la calidad del producto se
evalué calculando la relacién absorbancia a 260 nm/280 nm.

El ADNc se sintetiz6 a partir de 1,0 pg de ARN total. Previo a la
retrotranscripciéon se realizd un tratamiento con ADNasa | (0,35U,
Invitrogen,  California  USA) de forma de eliminar posibles
contaminaciones por ADN en las muestras. Para ello el ARN se diluyé al
1/5 en H,O0 y se agregé la siguiente mezcla: 1,0 pl de buffer de
ADNasa I, 0,4 pl de ADNasa | y 3,0 pl de H,O. El ARN junto con la
mezcla se dejé reposar durante 15 minutos a TA. Posteriormente se
agregd 1,0 pyl de EDTA 25 mM a cada tubo y se calenté durante 10
minutos a 65°C.

Para la retrotranscripcion se utilizaron random primers y la enzima
transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen, California USA). La mezcla de
reaccién consistié en 200 ng de random primers, 1,0 mM de dNTPs,
400U RNaseOUT (Invitrogen), 200U de la enzima M-MLV 1X y 20 mM de
DTT. La amplificacion se realizé en el termociclador Gradient Palm-

Cycler™ High Performance Thermal Cycler (Corbett Life Science) y se
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utilizé6 el siguiente protocolo de ciclado: 10 minutos a 25°C y 50
minutos a 37°C con un paso final de 15 minutos a 70°C. El ADNc fue
diluido al 1/5 en agua y conservado a -20°C.

El ADNc obtenido previamente se emple6 como molde en las
reacciones de PCR en tiempo real. Para ello se utilizé6 el A/t comercial
de PCR QuantiTect® SYBR® Green de Qiagen (Hilden-Germany) y el
equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science). Las mezclas de reaccion
consistieron en 2,0 yl de ADNc, 0,9 uM final de cada primer, 1,2 pl de
H.O estéril y 5,0 pl del Mix de reacciéon (Qiagen). Los primers utilizados
en este ensayo fueron diseflados y cedidos por el Dr. Juan Martin
Marquez del Departamento de Desarrollo Biotecnolégico del Instituto de
Higiene y se detallan en la Tabla 4. El protocolo de amplificacién
empleado para todos los genes evaluados fue el siguiente: 15 minutos
a 95°C seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos y 60°C por 1
minuto. La lectura de fluorescencia se realizé en este Gltimo paso.

Para evaluar la especificidad de la reaccion se analizaron las curvas
de disociaciéon de cada producto amplificado. Dicha curva de disociacion
se consiguié subiendo la temperatura de a 1°C cada vez, partiendo de
60°C hasta alcanzar 95°C y midiendo fluorescencia en cada cambio de
temperatura.

Los resultados de amplificacién se expresaron como el valor umbral
(Ct) el cual representa el nimero de ciclos necesarios para que la
fluorescencia emitida sea mayor a un umbral predefinido. Los resultados
se expresaron como el aumento relativo de los niveles de ARNm en
cada muestra respecto a las muestras control mediante la féormula 222
(Livak and Schmittgen, 2001).

Todos los ensayos detallados en esta seccién se realizaron en el
Departamento de Desarrollo Biotecnolégico del Instituto de Higiene, Fac.

de Medicina, UDELAR, en colaboracién con el Dr. Juan Martin Marqués.
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Tabla 4. Secuencias nucleotidicas de primers murinos utilizados en las reacciones de

PCR en tiempo real

Primers

Secuencias

mpB-actina Forward
mp-actina Reverse
mCCL20 Forward
mCCL20 Reverse
mCXCL1 Forward
mCXCL1 Reverse
miL-6 Forward
miL-6 Reverse
mCXCL10 Forward
mCXCL10 Reverse
mIFNg Forward

mIFNg Reverse

5- GCT TCT TTG CAG CTC CTT CGT -3

5- CGT CAT CCA TGG CGA ACTG -3

5- TTT TGG GAT GGA ATT GGA CAC -3

5- TGC AGG TGA AGC CTT CAA CC -3

5- CTT GGT TCA GAA AAT TGT CCA AAA -3
5- ACG GTG CCA TCA GAG CAG TCT -3

5- GIT CTC TGG GAA ATC GTG GAA A -3
5- AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA -3
5- GCC GTC ATT TTC TGC CTC AT -3

5- GCT TCC CTA TGG CCC TCA TT -3

5- TCA GCA ACA GCA AGG CGA AA -3

5- CCG CTT CCT GAG GCT GGA T -3

10. Evolucién de la ITU luego de la instilacién intravesical de flagelina

Para estudiar el

efecto de la administracion de flagelina en el

desarrollo de una ITU ascendente experimental en ratones se instilaron
de forma intravesical (transuretral) 3 grupos de animales con 5, 10 y 25
ng de flagelina “E” de P. mirabilis/ ratdén, cada uno con 9, 4 y 6
animales respectivamente. Ademdas, se agregdé un grupo instilado
Unicamente con PBS (7 animales). Transcurridas 24 hs luego de la
instilacion los animales se desafiaron con una suspensién de 2,0 x 10%
UFC/ml de P. mirabilis 2921 (Zunino et al., 2000) y 7 dias después se

evaludé la colonizacién bacteriana en rifiones y vejigas.
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11. Andlisis estadisticos

Para evaluar el efecto de la instilacion de flagelina en el TU sobre el
desarrollo de una ITU experimental en ratones se analizaron los
recuentos de UFC/érgano obtenidos con el test no paramétrico de
Mann-Whitney.

Para los andlisis de expresién relativa de genes inmunes por PCR en
tiempo real y para el ensayo de activacion de cultivos CacoCCL20-Luc
se utilizé6 el test no paramétrico Mann-Whitney y el test de Student
respectivamente.

Cuando se analizaron los recuentos de células inmunes en orina
entre los diferentes grupos tratados se utilizd el test estadistico de
Kluskal Wallis.

En el ensayo de citometria de flujo se utilizé el test estadistico de
Duncan .

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa

STATISTICA 7.0.
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RESULTADOS

1. Papel de los flagelos bacterianos de P. mirabilis en una ITU

ascendente experimental (co-infeccion)

Con el fin de evaluar el efecto de la los flagelos de P. mirabilis
en el establecimiento de un ITU ascendente experimental en ratones se
realizé un ensayo de co-infeccion empleando la cepa salvaje P. mirabilis
2921 y su mutante isogénica aflagelada P. mirabilis AF. Nueve ratones
hembra CD-1 se co-infectaron con una suspension de 50 pl de 2,2 x
10" UFC/ml de P. mirabilis 2921 y 2,6 x 10 UFC/ml de P. mirabilis AF.
Transcurridos 7 dias luego de la infeccion, se evalué la colonizacién
bacteriana.

Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron que los
valores de UFC de la cepa salvaje recuperados en rifilones fueron
significativamente mayores a los valores de UFC correspondientes a la
cepa aflagelada (p= 0,0004). En particular, P mirabilis AF no se
recuperd en rifiones ni vejigas de 4 animales co-infectados. El mismo
comportamiento se observé en la colonizacién bacteriana en vejigas,
donde los valores de UFC correspondientes a AF fueron
significativamente menores a los de P. mirabilis 2921 (p= 0,0011) (Figura

2).
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Figura 2. Recuentos de UFC (log,) en rifiones y vejigas de 9 ratones hembra CD-1 co-
infectados con P. mirabilis 2921 y P. mirabilis AF. Cada punto corresponde a la
cantidad de UFC recuperadas en cada érgano. Los circulos representan los rifiones y
los triangulos las vejigas. Las barras corresponden a las medianas de cada grupo. Las
diferencias significativas entre rifiones y entre vejigas de cada cepa (flechas) se
analizaron con el test estadistico no-paramétrico de Mann Whitney.

2. Ensayo de Dienes

Con el propo6sito de corroborar que los aislamientos de P,
mirabilis que utilizamos correspondian efectivamente a diferentes cepas,
se realizd el ensayo de Dienes.

En la Figura 3 se muestran tres cepas de P. mirabilis (Pr6515,
Pr268 y Pr2921) cultivadas en una misma placa de Petri. Se puede
observar claramente que en los lugares donde tomaron contacto los
frentes de swarming entre cada una de las cepas se inhibié el
crecimiento bacteriano. Todas las combinaciones de cepas fueron
sembradas y en todos los casos se obtuvo el mismo comportamiento
de inhibicion mutua del swarming. Por consiguiente, el ensayo de Dienes
permitié ratificar que los 8 aislamientos seleccionados para este trabajo
corresponden a cepas uropatogénicas de F. mirabilis diferentes.
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Figura 3. Fotografia de placa de Petri (BHI adicionado con agar 1,5%) sembrada en
simultdneo con 2 pl de cultivos frescos de P. mirabilis 6515 (a), P. mirabilis 268 (b) y
P. mirabilis 2921 (c). Incubacién a 37°C durante 24 hs.

3. Purificacién de flagelina de P mirabilis

Una vez realizado el procedimiento de purificacién de flagelina,
las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida al 10%, en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para corroborar la pureza de
las mismas.

Todas las suspensiones de flagelinas obtenidas mostraron estar
correctamente purificadas ya que se observé una Unica banda en el
SDS-PAGE (Figura 4). Asimismo, todas las proteinas presentaron un peso
molecular cercano a los 41 kDa, aunque con pequefias diferencias en

los pesos moleculares relativos (Figura 4).
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Figura 4. SDS-PAGE 10%. Flagelinas de P mirabilis purificadas por tratamiento
mecénico y centrifugacién diferencial. Carril 1: Marcador de Peso Molecular de amplio
espectro de Bio-Rad (kDa). Carriles 2-9: Pr2921 “E”, Pr783 “G”, Pr189287 “B”, Pr6515
“A”, Pr2932 “H”, Pr268 “D”, Pr47 “C”, Pr289 “F”, respectivamente. La flecha indica la
proteina purificada.

Una vez que se obtuvieron todas las muestras de flagelina, se
seleccioné la flagelina de la cepa P. mirabilis 2921 para un subsiguiente
andlisis por mapeo peptidico.

A partir de los resultados de MALDI-TOF confirmamos que el
producto mayoritario obtenido de la purificacién mecanica de flagelina
correspondia efectivamente a dicha proteina. En particular, se corroboré
que su secuencia presenta un 84% de similitud con la secuencia la
proteina ‘flagellin 17, perteneciente a la cepa secuenciada P. mirabilis
HI4320 (Pearson et al, 2008). De esta forma se corroboré nuevamente
la eficiencia del protocolo de purificacion de flagelina utilizado y la
calidad del producto generado (Figura 5). Asimismo este ensayo permitié
estimar un peso molecular tedrico de 38,8 kDa correspondiente a la
flagelina de la cepa uropatogénica P. mirabilis 2921, el cual fue similar

al estimado a partir del SDS-PAGE.
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Figura 5. Espectro de masa obtenido en modo reflector positivo donde se identifica la

flagelina “E” de la cepa uropatogénica P. mirabilis 2921.

4. Activacién de la respuesta inmune innata /n vitro

4.1 Respuesta inmune innata en el sistema reportero CacoCCL20-Luc

En este ensayo se evalué la capacidad de las distintas flagelinas de
P. mirabilis de inducir una respuesta inmune utilizando el sistema
reportero de las células eucariotas CacoCCL20-Luc.

Los resultados obtenidos muestran que 6 flagelinas de P. mirabilis
tuvieron la capacidad de estimular el sistema reportero y por tanto
indujeron la activacién del sistema inmune innato, mientras que dos
practicamente no respondieron (Figura 6). Dicha activacién del sistema
fue menor que la observada para el caso donde se utiliz6 la flagelina
recombinante FliC1 de S typhimurium (Figura 6). Mientras que FLliCl
indujo un incremento en la emisién de luz 28 veces mayor que las

células no estimuladas, en los casos de las flagelinas de P. mirabilis el
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mayor incremento observado fue de 9 veces respecto a las células no
estimuladas, cuando se estimulé con 10 pg/ml de proteina (Figura 6).
Estos resultados confirmaron que las distintas flagelinas de P. mirabilis
no tienen la misma capacidad de inducir una respuesta inmune innata
en cultivo.

Cuando se analizaron estadisticamente los resultados con el test de
Student se demostré que cuando se utilizé FliC1, el aumento en la
emisién de luz fue significativo para todas las concentraciones de
proteina utilizada respecto a las células basales. Por otro lado, la
emision de luz inducida por la estimulacién con las flagelinas de P
mirabilis fue significativo con respecto a las células sin estimular cuando
se utilizé6 una concentracién final de proteina de 10 pg/mly 2 pg/ml. A
menores concentraciones, no se observaron diferencias significativas con
respecto a las células no estimuladas (Figura 6).

En todos los casos, las flagelinas de P mirabilis y FliCl de S
typhimurium mostraron una respuesta dosis dependiente. A mayores
concentraciones de flagelina, la emision de luz fue mayor, y a medida
que se disminuy6 la concentraciéon de estimulacién, la emisién de luz

fue menor (Figura 6).
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Figura 6. Incremento en la emisiéon de luz en cultivos de células CacoCCL20-Luc
estimuladas durante 6 hs con FliC1 de S. typhimurium y 8 flagelinas de P. mirabilis. Se
utilizaron 4 concentraciones diferentes de proteina: 10 pg/ml, 2 pg/ml, 400 ng/ml y
80 ng/ml Los asteriscos (*) indican diferencias significativas (test de Student, p <

0,05) con respecto a las células no estimuladas (Basal).

A continuacién se realizé una curva dosis - respuesta entre FliC1
de S typhimurium vy flagelina “E” de P mirabilis. Se utilizaron 5
concentraciones diferentes de cada suspension de proteina. La
estimulacién con la flagelina de P. mirabilis realizé6 con 0,3, 1,6, 8,0, 40
y 200 pg/ml de proteina, mientras que con FliCl se estimulé con 1,6,
8,0, 40, 200 y 1000 ng/ml de proteina.
Ambas curvas mostraron un comportamiento similar, dependiente
de la concentracién del estimulo proteico, siendo FlLC1 de S.
typhimurium mas estimuladora que la flagelina de P. mirabilis (Figura 7).
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo con las
flagelinas en el sistema reportero CacoCCL20-Luc, donde se observo

que la flagelina “E” P. mirabilis activé el sistema reportero, se decide
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utilizar dicha proteina en todos los subsiguientes ensayos de la tesis.
Ademads, para dicha elecciéon se tuvo en cuenta que la cepa de origen
de esta proteina (P mirabilis 2921) se encuentra ampliamente
caracterizada en nuestro laboratorio y que contamos con una cepa

mutante isogénica de ella, la cual no expresa flagelos.
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B FliC1 ng/ml

@ "E" ug/ml

Incremento en la emision de Luz

0 0,3 1,6 8,0 40 200 1000

Concentracion de Flagelina

Figura 7. Curva dosis - respuesta de células CacoCCL20-Luc estimuladas durante 6 hs
con diferentes concentraciones de FliCl de S t#yphimurivm y flagelina “E” de P
mirabilis.

4.2 Respuesta inmune innata en células T24

Con el propésito de evaluar la induccién de la expresion de
genes involucrados en la inmunidad innata, se realizaron ensayos de
estimulaciéon en cultivos de células uroepiteliales T24 con flagelina “E”
de P. mirabilis y posterior analisis de la expresion de ARNm por PCR en
tiempo real. Los cultivos en monocapa se estimularon durante 2 hs con
2 ng/ml de flagelina de P mirabilis y FliC1 de S. typhimurium y se
evalu6 la expresion de la quimioquina CCLZ20.

El andlisis de los resultados mostré un aumento significativo en la

expresion relativa de CCL20 cuando se estimularon las células con
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flagelina “E” de P. mirabilis, respecto a las células no estimuladas (p=
0,021). Este aumento en los niveles de expresién de CCL20, fue similar
en el caso de las células estimuladas con FliIC1 como con células

estimuladas con “E” (Figura 8).

E CCL20

O FRP,r N WA UL N OO
P T R TR S S R SR SR

Expresionrelativade ARNm

Figura 8. Expresién relativa de ARNm de CCL20 en cultivo de células T24 estimuladas
durante 2 hs con 2 pg/ml de flagelina de P. mirabilis y FliC1 de S. typhimurium. El
gen de la p-actina humana se utiliz6 como normalizador. El asterisco (*) indica
diferencia significativa respecto a las células no estimuladas (test de Student, p <
0,05).

A continuacién se estudié la expresion de quimioquinas en
tiempos mas prolongados para evaluar el transcurso de la respuesta
inmune inducida por la flagelina. Para ello se estimularon cultivos de
células T24 durante 2 y 8 hs. En este ensayo se evaluaron las
quimioquinas involucradas en la respuesta inmune innata CCL20, CXCLZ2
y MCP-1. Las curvas de amplificacion y de disociacién para cada
muestra analizada se muestran en el ANEXO I.

Cuando se analizd estadisticamente la expresion relativa de ARNm

con el test de Student, se observé un aumento significativo de todas

las quimioquinas respecto a las células basales, tanto a las 2 como a
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las 8 hs post-estimulacién (p < 0,05) (Figura 9a y 9b), excepto para el
caso de FliCl a 10 pg/ml (Figura 9a). En este caso se observaron
diferencias entre los niveles de expresion relativa de ARNm de las
quimioquinas, entre las células estimuladas con FliC1 y “E”, siendo la
primera mas estimuladora que la flagelina de P. mriabilis (Figuras 9a y
9b). Este resultado es similar al observado en el ensayo con las células
CacoCCL20-Luc, donde se aprecia que FliCl1 es mas activador que la
flagelina de P. mirabilis.

Asimismo los niveles de expresién relativa de ARNm de todas las
quimioquinas disminuyeron a las 8 hs post-estimulacion, respecto a los
niveles observados a las 2 hs, tanto para el caso de estimulacién con
FliCl1 como de “E” (Figura 9b). En particular el nivel de expresién de
ARNm de CCL20 disminuy6 significativamente respecto al nivel de
expresion a las 2 hs, cuando se estimulé con flagelina “E” de P

mirabilis (¥) (Figura 9b).
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Figura 9. Expresién relativa de ARNm de las quimioquinas: CCL20, CXCL2 y MCP-1 en
cultivo de células T24 estimuladas con flagelina de P mirabilis y FlCl de S
typhimurium. El gen de la P-actina humana se utiliz6 como normalizador. Los
asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto a las células no estimuladas
(test de Student, p < 0,05) y (¥ indica diferencia significativa en la expresion relativa
de ARNm de CCL20 entre 2 y 8 hs de estimulaciéon con 50 pg/ml de flagelina “E” de
P. mirabilis (test de Student, p < 0,05).
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Con el fin de evaluar una posible contaminacién de las preparaciones
con LPS bacteriano, se agregd Polimixina B a la suspension de flagelina
en una relacién 1:100. Estas preparaciones se evaluaron en los ensayos
in vivo de instilacion de flagelina en ratones y en los recuentos de
células inmunes en orina y evaluacion de modificaciones histolégicas en
vejigas de animales instilados. De acuerdo a diferentes autores, dicha
cantidad de antibiético es suficiente para neutralizar el LPS que pudiera
estar presente en la preparaciéon (Bjorling et al, 2001; McDermott et al,
2000). Al no detectarse diferencias en los efectos de la preparaciéon con
6 sin Polimixina B, se decidi6 emplear la flagelina sin suplementar en

los distintos procedimientos.

5. Instilacién intravesical de flagelina en ratones

5.1 Recuentos de células inmunes en orina

En este ensayo se evalud el efecto de la instilacion de flagelina de 7.
mirabilis en vejigas murinas. Primeramente se instilaron transuretralmente
3 grupos de ratones (n=10 en cada grupo), con 5, 10 y 25 ng/ratén
de flagelina “E” de P. mirabilis respectivamente y se realizaron recuentos
de células inmunes en Camara de Neubauer, teniendo en cuenta las

caracteristicas descritas en el numeral 9.2 de Materiales y Métodos).
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Figura 10. BoxPlot del Log;, de células inmunes/pul de orina obtenidos a partir de
recuentos en Camara de Neubauer previo a la instilaciéon (t0) y a las 6 y 24 hs post-
instilacién con flagelina de P mirabilis. Los circulos (e) corresponden a los valores
atipicos y los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al nimero de
células inmunes a t0, en cada tratamiento (test no paramétrico de Kluskal Wallis, p <
0,05).

Los recuentos mostraron un aumento en el numero de células
inmunes a las 6 y 24 hs post-instilacion, en todos los animales tratados
respecto a tiempo cero (Figura 10). Cuando dichos valores se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico de Kruskal Wallis se
observé que el aumento de células inmunes en orina fue significativo a
las 6 hs post-instilacion en todos los grupos de animales (p << 0,05)

respecto a tiempo cero, mientras que a las 24 hs se observé un
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aumento sélo en los ratones instilados con 25 pg/ratén de

0,0066) (Figura 10).

“E” (p:

Si bien se observdé un aumento de células inmunes en orina de

los animales instilados con las tres concentraciones de flagelina,

también se observé un aumento en el grupo control PBS respecto a tO0.
Por esta razén, se analizé la relaciéon de células inmunes t6/t0 hs y

t24/t0 hs.

En esta instancia, el aumento de células inmunes fue

significativo a las 6 hs post-instilacién en los grupos tratados con 10 y
25 pg/ratéon de “E” con respecto al grupo control PBS. Cabe agregar
que esta diferencia significativa se mantuvo hasta las 24 hs post-
instilacién (p-valores obtenidos con el test estadistico no paramétrico de
Kluskal Wallis: 0,015 y 0,000074 respectivamente). Dicho aumento no
debido a la

seria entonces técnica de

instilacién, sino que

corresponderia al efecto de la flagelina administrada (Figura 11).

Log,, célulasinmunes/ul orina

t6/t0hs t24/t0hs

* *

= -

Log,, células inmunes/ul orina

T T T T

PBS Sug/raton 10 ug/ratén 25 ug/ratdén PBS 5ugfratén 10 ug/ratén 25 ug/ratén

Figura 11. BoxPlot del Log;, de células inmunes/pl de orina, obtenidos a partir de
recuentos en Camara de Neubauer. Se grafica la relacién t6/t0 hs y t24/t0 hs post-
instilacion. Los circulos (e) corresponden a los valores atipicos y los asteriscos (¥)
indican diferencias significativas respecto al nimero de células inmunes en el grupo
instilado con PBS (test no paramétrico de Kluskal Wallis, p < 0,05).
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5.2 Evaluaciéon de modificaciones histolégicas en vejigas de ratones

tratados con flagelina en forma intravesical (transuretral)

Paralelamente al ensayo de recuento de células inmunes en orina se
utilizaron las vejigas de los ratones tratados en el ensayo anterior
(Seccion 5.1) para determinar el efecto de la instilacion de flagelina de
P. mirabilis mediante la observacién de modificaciones histoldgicas en
dicho tejido.

Cuando se analizé cada uno de los cortes histolégicos, se observé la
presencia de células inmunes en todos los érganos. Dichas células
inmunes se encontraron a nivel de submucosa, diseminadas en todo el
tejido y en ocasiones formando pequefios y medianos focos
inflamatorios. En particular, las vejigas instiladas con PBS presentaron
modestos infiltrados de células inmunes en submucosa. Ademas, en 3
vejigas se observé la presencia de pequefios focos inflamatorios. Dichos
focos se distinguieron como agregados de células inflamatorias bien
definidos y delimitados. En todos los casos de las vejigas tratadas con
PBS, las modificaciones fueron mas leves respecto a las observadas en
los animales instilados con flagelina (Figuras 12a y 12b). Por otro lado,
las vejigas instiladas con “E” mostraron modificaciones mas intensas,
con presencia de focos de mayor tamafio e infiltrados en submucosa y
capa muscular (Figura 12c y 12d). Dichos infiltrados, en algunos casos
fueron generalizados y con alto grado de inflamacién (Figura 12d vy
12e).

A partir de lo observado en los preparados, se generd un score
de modificaciéon histolégica en vejiga de acuerdo a los criterios
expuestos en el numeral 9.1 de Materiales y Métodos (Figura 13). El
score obtenido muestra que ninguna de las vejigas carecié de
modificaciones. Asimismo, se observé que las vejigas instiladas con

flagelina “E” presentaron mayor severidad en las modificaciones
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histolégicas y por consecuencia obtuvieron un score superior respecto a

las instiladas con PBS (Figura 13).

Figura 12. Cortes histolégicos transversales de vejigas murinas instiladas con PBS y
flagelina “E” durante 24 hs, tefidos con Hematoxilina-Eosina. Imégenes tomadas con
microscopio invertido utilizando el programa Cell"F. 12a y 12b vejiga instilada con PBS.
12c-12f vejigas instiladas con “E” (5 ng/ ratén). Aumentos con el microscopio
invertido: 12a y 12c aumento: 4x, 12b, 12d y 12e aumento: 10x y 12f: aumento 20x.
La flecha continua indica la luz de la vejiga y la flecha punteada un foco inflamatorio,
con reclutamiento de células inmunes en submucosa.

El andlisis estadistico con el test no paramétrico de Mann Whitney
muestra que ocurrid6 un aumento significativo de modificaciones
histolégicas asociado a inflamaciéon en las vejigas del grupo instilado
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durante 24 hs con flagelina respecto al grupo control tratado con PBS,

obteniéndose un p= 0,0086 (Figura 13).
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Figura 13. Score de modificaciones histolégicas en vejigas murinas. Los circulos azules
corresponden al score de vejigas instiladas con PBS y los rojos al score de vejigas
instiladas con flagelina “E” 100 pg/ml (5 pg/ratén). Las barras indican las medias en
cada grupo. El valor 0: corresponde a ausencia de modificaciones en el tejido, 1:
presencia de infiltrados de células inflamatorias en submucosa, 2: infiltrados celulares
diseminados en submucosa y muy poco en capa muscular y epitelio, 3: inflamacién
perivascular expandida, distribucién transmural y células inflamatorias en el epitelio. El
asterisco (*) indica diferencias significativas entre los grupos (p= 0,0086) con el test
no paramétrico de Mann Whitney.

5.3 Reclutamiento celular en vejiga luego de la instilacion de flagelina

En este ensayo se evalu6 el reclutamiento de células inmunes en
vejiga mediante citometria de flujo a las 2 y 24 hs post-instilacién de
flagelina de P. mirabilis.

Se observd un aumento del pan leucocitario, caracterizado por
células CD45+, a las 2 hs post-instilacion tanto para el caso del grupo
tratado con solucién salina como el grupo tratado con flagelina (n=4 en
cada grupo de animales). Estos valores, disminuyeron significativamente

a las 24 hs post-instilacién (Figura 14a). El reclutamiento de leucocitos
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y linfocitos debido a la instilaciéon de flagelina no fue muy contundente,
y fue similar al observado en el grupo instilado con solucién salina.

Por otro lado, se observd un aumento de neutréfilos,
caracterizados por los marcadores Ly6G+/CD11b+/CD45+ a las 2 hs, en
el grupo instilado con flagelina “E” (Figura 14b). Transcurridas 24 hs, el
nimero neutréfilos disminuyd significativamente en ambos grupos,
respecto al grupo flagelina 2 hs (Figura 14b).

Las poblaciones de linfocitos T y linfocitos B, asi como la
poblacion de células CD1lc+ mostraron el mismo patrén que el pan
leucocitario, caracterizado por un reclutamiento de células a las 2 hs
post-instilacién y una posterior disminuciéon de células a las 24 hs. En
todos los casos, la cantidad de células presentes en el grupo instilado
con flagelina y el grupo instilado con solucién salina a las 2 hs post-
tratamiento fueron similares, excepto en el caso de los neutréfilos,

como se expuso en el parrafo anterior.
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Figura 14. Nimero de células inmunes en vejiga obtenidas por la técnica de Citometria
de Flujo a las 2 y 24 hs post-instilacién. Un grupo de animales se instilé6 con 5
ng/ratén de flagelina “E” de P. mirabilis mientras que el grupo control se instilé con
solucién salina. n= 4 animales en cada grupo. Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas realizadas con el test de Duncan (p < 0,05).

5.4 Expresion de citoquinas y quimioguinas en vejigas

La expresion de genes correspondientes a citoquinas 'y
quimioquinas de la respuesta inmune innata en vejiga se evaluaron
mediante la técnica de PCR en tiempo real. Se utilizaron tres grupos de

animales (n= 4 en cada grupo), dos de los cuales se instilaron
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transuretralmente con flagelina “E” de P. mirabilis durante 2 y 24 hs. El
tercer grupo no se traté y permanecié como control. El procesamiento
de cada muestra se realizé de acuerdo al protocolo descrito en
Materiales y Métodos (Seccién 7.4). Las curvas de amplificacién y las de

disociacién de las muestras analizadas en este ensayo se muestran en

el ANEXO II.
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Figura 15. Expresién relativa de ARNm de quimioquinas en vejigas murinas a las 2 y
24 hs post-instilacién de flagelina, respecto a las vejigas no tratadas (naive). El gen de
la B-actina se utiliz6 como normalizador. Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas respecto a las vejigas de animales no tratados (naive) con el test no

paramétrico de Mann Whitney (p < 0,05).
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Cuando se analizaron los resultados obtenidos por PCR en tiempo
real, correspondientes a la expresion relativa de ARNm de IL-6, IFN-y y
de las quimioquinas CXCL1, CXCL10 y CCL20 se observé que algunos
de los genes estudiados aumentaron su expresiéon a las 2 hs post-
instilacién, mientras que otros no se modificaron o incluso mostraron
una tendencia a la disminucién en sus niveles de expresién, respecto a
los niveles de expresién en los animales no tratados (Figura 15f). En
particular, los niveles de ARNm de CXCL1, CXCL10 e IL-6 aumentaron
significativamente a las 2 hs post-instilacién respecto a las vejigas no
tratadas (naive) y luego a las 24 hs disminuyeron (Figura 15a, 15b vy
15¢). Los valores de p obtenidos con el test no paramétrico de Mann
Whitney fueron de 0,049 para cada gen (CXCL1, CXCL10 e IL-6). Por el
contrario, el nivel de expresion relativa de ARNm de IFN-y en el grupo
de vejigas tratadas con “E” mostré una tendencia a la disminucién a las
2 y 24 hs post-instilacion con respecto al grupo de vejigas no tratadas
(Figura 15e). Finalmente, en el caso de CCL20 no se observé un patrén
de aumento claro a las 2 hs post-instilacion y a las 24 hs de
instilacién el nivel de ARNm tendié a disminuir respecto a las vejigas no

tratadas (Figura 15d).

5.5 Evolucién de una ITU luego de la instilacién de flagelina de P

mirabilis en el tracto urinario

En este ensayo se analizé si la respuesta inflamatoria en vejiga
inducida por la instilacion de flagelina de P mirabilis podria tener un
efecto en la evolucion de una ITU ascendente experimental en ratones.

Los resultados mostraron que el nimero de UFC en rifiones de

los animales instilados con 10 (n= 4) y con 25 pg de flagelina (n=6)
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aumenté con respecto al grupo control PBS (n= 7). Dicho aumento se
analiz6 con el test estadistico no paramétrico de Mann Whitney
obteniéndose un p-valor significativo sélo en el grupo instilado con 25
png de flagelina por ratén respecto al grupo control PBS (p= 0,0073).
Para el caso de la infecciéon transuretral con 5 pg de flagelina “E” de A
mirabilis (n= 9), no se observéd una disminucién en la colonizacién
bacteriana. Finalmente, todos los grupos mostraron un recuento elevado
en vejigas, no obteniéndose diferencias significativas entre ellos ni

respecto al grupo control PBS (Figura 16).
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Figura 16. Recuentos de UFC (logy,) en rifiones y vejigas de ratones hembra CD-1 que
fueron tratados con 5, 10 y 25 ng de flagelina de P mirabilis y transcurridas 24 hs.
desafiados con la cepa P. mirabilis 2921. Cada punto corresponde a la cantidad de
UFC recuperadas en cada érgano. Los circulos representan los rifiones y los triangulos
las vejigas. Las barras corresponden a las medianas de cada grupo. La flecha indica
diferencia significativa entre el grupo PBS y el grupo tratado con 25 pg de flagelina,
p= 0,0073 (test estadistico no-paramétrico de Mann Whitney).
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2

DISCUSION

Los flagelos comprenden uno de los factores de virulencia mas
importantes de los patégenos bacterianos. Dichas estructuras permiten a
los microorganismos desplazarse en ambientes acuosos y también sobre
superficies sdlidas (Jarrell and McBride, 2008). Dado que comprenden un
componente esencial para la supervivencia microbiana, son estructuras
muy conservadas evolutivamente. En particular, el dominio D1 de la
flagelina, es reconocido como MAMP por el receptor de transmembrana
tipo Toll TLR5 y por los receptores intracelulares Ipaf y Naip5 (Miao et
al, 2007). La interacciéon de dicho ligando con estos receptores inmunes
del hospedador desencadena la activacién de cascadas intracelulares
que conllevan a la generacién de respuestas inmunes innatas contra el
patégeno. En particular estas respuestas incluyen la inducciéon de la
expresiéon de citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas 'y otras
moléculas antimicrobianas (Akira et al., 2006).

El TU representa una importante barrera mecanica contra las
infecciones bacterianas. Es considerado un ambiente estéril, el cual los
diferentes hospederos deben mantener libre de microorganismos ya que
su presencia puede ocasionar serias consecuencias clinicas. Por esta
razén, los patégenos urinarios deben enfrentarse a un epitelio
relativamente impermeable y ademas superar el flujo de orina y la
presencia de mucina para poder alcanzar los distintos tejidos y
multiplicarse (Song and Abraham, 2008). Debido a ello, la expresién de
flagelos juega un rol importante que permite a las bacterias acceder a
las diferentes regiones del TU. Asimismo, en el TU se desarrollan
respuestas inmunes innatas y adaptativas altamente organizadas y
efectivas para contrarrestar y superar la presencia de uropatégenos por

parte del hospedador (Song and Abraham, 2008).
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Los flagelos de P._mirabilis en una ITU ascendente experimental

P. mirabilis tiene la capacidad de sobreexpresar flagelos en su
superficie, cuando alterna su estructura celular a la forma swarmer.
Varios autores proponen que el fendmeno de cambio de isotipo al
morfotipo swarming representa el mecanismo que le permitiia a 2
mirabilis tener acceso al hospedador, lo que sugiere que dicha forma
celular se podria encontrar en las primeras etapas de una ITU (Coker et
al., 2000). Sin embargo, existe controversia en cuanto a su papel en el
desarrollo de una ITU. Uno de los primeros estudios realizados con
varias flagelinas de P. mirabilis demostraron que a pesar que dichas
preparaciones son altamente inmunogénicas, la generacion de
anticuerpos especificos contra ellas no protegia en posteriores desafios
homélogos y heterélogos con P. mirabilis (Legnani-Fajardo et al., 1991).
En cuanto a la importancia de la expresion de flagelos, ensayos
llevados a cabo con una cepa mutante de P. mirabilis mévil, incapaz de
alternar a la forma swarmer, mostraron que dicha cepa no logré
infectar rifiones en un modelo de ITU ascendente experimental en
ratones, aunque si logré colonizar vejigas. En este caso los autores
mostraron la importancia de la forma celular swarmer y por
consecuencia de la expresién y presencia de flagelos de P mirabilis en
el desarrollo de una ITU experimental (Allison et al, 1994). Sin embargo,
otros estudios han mostrado que cepas aflageladas salvajes de P
mirabilis son capaces de desarrollar una ITU ascendente en ratones,
con un grado de infectividad similar a las cepas flageladas (Zunino et
al, 1994).

En el primer ensayo del presente trabajo se evalué el papel de los
flagelos bacterianos de P mirabilis en el desarrollo de una I[TU
mediante un ensayo de co-infeccién. Dicha aproximacién ha sido

previamente utilizada en nuestro laboratorio para estudiar la
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competitividad de mutantes isogénicas de P. mirabilis que no expresan
las fimbrias MR/P y PMF con respecto a la cepa salvaje (Zunino et al,
2001; Zunino et al., 2003).

Los recuentos de UFC obtenidos en el presente ensayo mostraron
una reduccién significativa en la colonizacién bacteriana de AF respecto
a la cepa salvaje lo que sugiere que la capacidad de competencia de
la mutante aflagelada esta afectada con respecto a la cepa salvaje.
Estos resultados son diferentes a aquellos comunicados por Legnani y
colaboradores quienes observaron que la infectividad de una cepa
mutante aflagelada fue similar a la de la cepa salvaje (Legnani-Fajardo
et al, 1996). Por otro lado, Mobley y colaboradores proponen que la
expresion de flagelos contribuiria con la colonizacién del TU en un
ensayo de infeccion experimental al emplear una cepa salvaje de P
mirabilis y su mutante isogénica aflagelada (Mobley et al, 1996). No
obstante, ambos ensayos se realizaron inoculando cada cepa en grupos
independientes, mientras que en nuestro ensayo de co-infeccidon se
evalué el papel de los flagelos cuando ambas cepas estan presentes al
mismo tiempo y en cantidades iguales en el TU.

El ensayo de co-infecciéon realizado en este trabajo sugiere que la
presencia de los flagelos de P. mirabilis en el desarrollo de una ITU
ascendente experimental es importante y por consiguiente se fortalecié
el interés en comprender coémo es su interaccion con el sistema inmune

innato del hospedador.

Respuesta de la respuesta inmune innata /n vitro

La aproximaciéon experimental para estudiar la activacién de la
respuesta inmune innata se realizd mediante ensayos /n vitro con

cultivos de células CacoCCL20-Luc. La estimulacién de dichas células en
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cultivo nos permitié establecer que la flagelina de P mirabilis tiene la
capacidad de activar la respuesta inmune innata en este sistema
reportero. Resultados similares han sido obtenidos por otros autores
utilizando flagelina de Salmonella en el sistema CacoCCL20-Luc
(Nempont et al, 2008; Romanin et al, 2010) y en el sistema HEK293-
Luc el cual expresa el reportero luciferasa asociado a NF-kB (Simon and
Samuel, 2007) asi como flagelina de L. monocytogenes en cultivos de
células CHO-Luc (Hayashi et al, 2001). En particular, la respuesta del
sistema a la flagelina FliCl de Salmonella fue mayor que la observada
con las flagelinas de P. mirabilis. Esta apreciacion se corresponde con
lo reportado por McDermott y colaboradores, quienes han observado
diferencias intrinsecas de activacién de la respuesta inmune entre
flagelinas de diferentes especies (McDermott et al., 2000). Entre dichas
flagelinas se encuentran las de S. enteritidis, S. typhimurium, E. coli, Y.
enterocolitica y P. aeruginosa, siendo la flagelina de S. typhimurium la
mas inductora y la de P. aeruginosa la menos inductora (McDermott et
al, 2000). Cabe destacar que en dichos estudios, la mayoria de las
flagelinas se expresan de forma recombinante en £ coli Se ha
propuesto, que la expresion heterdloga de dichas proteinas podria
afectar las vias de activacién de la cascada NF-kpy la inducciéon de la
expresion de genes pro-inflamatorios debido a modificaciones post-
transcripcionales diferentes entre la cepa de origen y la cepa de
expresion (Honko and Mizel, 2005; Simon and Samuel, 2007). Sin
embargo, en el presente trabajo se utilizé flagelina purificada
directamente a partir de cultivos de P mirabilis por lo que se evalud la
activacion de la respuesta inmune de la proteina nativa.

Asimismo, la flagelina de las distintas cepas uropatogénicas de P,
mirabilis tendrian diferentes capacidades de activar la respuesta inmune

ya que se obtuvieron respuestas diferentes entre ellas en el sistema
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CacoCCL20-Luc. Una hipétesis para explicar esto seria que dichas
diferencias les permitirfan evadir la respuesta inmune del hospedador,
como lo discuten Simon y colaboradores cuando utilizan flagelina de S
typhimurium (Simon and Samuel, 2007). P. mirabilis presenta dos genes
en tandem flaA y flaB que codifican a flagelina (Manos et al, 1994),
recientemente renombrados como f/CI y fiC2 (nGmero de acceso en
PUBMED: P42272 y P42273 respectivamente). Ambos genes presentan
una similitud en sus secuencias la cual es cercana al 80% mientras que
en los extremos 5y 3 es del 100%. El gen 7/CI es el que usualmente
se expresa, mientras que el gen f/C2 no se transcribe y se lo conoce
como alelo silencioso. Estudios de mutagénesis han demostrado que
naturalmente y bajo ciertas circunstancias se pueden generar genes
hibridos 7/C1-2 Dichos rearreglos son reversibles y generan flagelinas
con distintas secuencias aminoacidicas que difieren en su antigenicidad
respecto a aquellas cepas que expresan sélo fiCI (Manos et al, 2004;
Manos and Belas, 2004). Como consecuencia, estos rearreglos también
llevarian a la concomitante generacion de flagelinas que no tienen la
misma capacidad de inducir una respuesta inmune innata. Estas
observaciones podrian estar relacionadas con lo obtenido en el primer
ensayo en cultivos de células CacoCCL20-Luc donde las diferencias en
la respuesta podrian deberse a rearreglos entre los genes f/C1 y fiCZ2.
De esta manera, esta propiedad les podria permitir a las distintas cepas
de P mirabilis no ser reconocidas por los receptores inmunes, lo que

les proporcionaria una ventaja al momento de colonizar el TU.

Como se expuso previamente, la flagelina de  diversos
microorganismos, como por ejemplo de S typhimurium, induce
respuestas inmunes innatas, con produccion de TNF-a, IL-6, IL-10, IL-
12p70, MIP-1la e IFN-y (Eaves-Pyles et al, 2001) y reclutamiento

principalmente de neutréfilos, cuando se administra local o
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sistémicamente en ratones (Honko and Mizel, 2004; Mufioz et al., 2010).
En el presente trabajo demostramos que la flagelina de P. mirabilis tiene
la capacidad de inducir la produccién de ARNm de CCL20, CXCL-2 vy
MCP-1 en cultivos de células T24. Asimismo, los niveles de expresion
relativa de ARNm de dichas quimiquinas fueron mas altos cuando se
estimularon las células con FliC1 que cuando se utilizé “E”, para todas
las quimioquinas evaluadas. Sin embargo, a bajas concentraciones de
proteina (2ug/ml) los niveles de expresién relativa de ARNm de CCL20
fueron similares entre la flagelina de P. mirabilis y la de S. typhimurium.
Esto (ltimo podria estar relacionado con una respuesta basal de las
células.

Los neutréfilos se encuentran entre las principales células del sistema
inmune reclutadas al sitio de infeccién en una ITU. En particular, se los
considera los mas rapidos y abundantes que llegan a los sitios de
infeccion en casos de ITU (Nielubowicz and Mobley, 2010). Su
reclutamiento es iniciado cuando los uropatdégenos presentes en el TU,
inducen a las células del epitelio urinario a secretar quimioquinas y
citoquinas y a expresar receptores de quimioquinas (Haraoka et al.,
1999). Por otra parte, las quimioquinas pro-inflamatorias CXCL-2 y
CCL20 son consideradas muy importantes para la infiltracién de
neutréfilos y se ha observado que la flagelina de S. typhimurium induce
su expresién cuando se administra por la via nasal en ratones (Mufioz
et al., 2010). En el presente trabajo se pudo demostrar que la flagelina
de P. mirabilis induce un aumento en la expresién de ARNm de varias
quimioquinas que estan involucradas en el reclutamiento de neutréfilos.
Por lo tanto, dicha flagelina estaria involucrada en la activaciéon de la
respuesta inflamatoria, a través de la induccién de la expresién de

genes pro-inflamatorios en vejiga.
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Respuesta inflamatoria y modificaciones histolégicas en vejiga

Algunas de las principales modificaciones que se han observado en
vejigas murinas infectadas con UPEC son engrosamiento del epitelio,
acompafiado por robustos infiltrados de células inflamatorias asi como
también edema en la ldmina propria (Johnson et al, 1998). Asimismo,
vejigas murinas infectadas con P mirabilis presentan patrones similares
de respuesta inflamatoria, los cuales son persistentes en el tiempo y
dependiendo de su severidad pueden ocasionar la muerte del animal
(comunicacién personal con la Magister Paola Scavone).

A partir de los ensayos de instilacion transuretral de flagelina de P
mirabilis del presente trabajo se demostré que esta proteina induce una
respuesta inflamatoria en el tejido vesical. Dicha respuesta se pudo
apreciar en las modificaciones histolégicas de los cortes de las vejigas
tratadas con flagelina y en los recuentos de células inmunes en orina
elevados transcurridas 6 hs post-instilacién. Asimismo, se establecié que
la instilacion de flagelina produjo un aumento transitorio de células
inmunes, ya que a las 24 hs post-instilacion los valores fueron mas
bajos. Resultados similares fueron observados por Saban vy
colaboradores, en ensayos de instilacién transuretral de LPS de £ coli
en vejigas murinas (Saban et al, 2002). En ese caso, la migracion de
células inmunes y la formacién de edema ocurrieron mas rapido, con
un pico de liberacién de células a las 2 hs post-instilacién. Cabe
destacar que la severidad de las modificaciones histolégicas y la
formacion de edema observada en nuestro ensayo fueron mas
modestas que las observadas en trabajos donde el epitelio vesical se
enfrenté a P mirabilis en una ITU ascendente experimental en ratones
(Alamuri et al, 2009) asi como en el ensayo donde se instilé LPS de £

coli (Saban et al., 2002).
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Presencia de células inmunes en vejiga

De la misma manera, el andlisis de las distintas poblaciones de
células inmunes por citometria de flujo demostré que la instilacion de
flagelina indujo un reclutamiento transitorio de células blancas en el
tejido vesical el cual no fue tan contundente como el que se ha
observado a partir de la instilacion directa con P mirabilis
(comunicacién personal con la Mag. Paola Scavone). Es importante
resaltar que del procesamiento de las vejigas se obtuvieron pocas
células, lo cual fue una limitante al momento de marcar y analizar las
muestras con el citébmetro. En futuros ensayos se afinara la técnica de
extraccién de células de este tejido. Un resultado llamativo fue que la
cantidad de células blancas en los grupos de animales tratados con
flagelina y con solucion salina a las 2 hs post-instilacién fueron
similares, con la Unica excepciéon de la poblacién de neutréfilos, la cual
fue mayor en el grupo tratado con flagelina. Esto nos permitio
especular que el procedimiento de introduccién del catéter en la uretra
murina ocasiona la induccién de una respuesta inflamatoria. Esta misma
apreciacion fue observada en los cortes histolégicos y en los recuentos
de células inmunes en orina, donde los grupos control presentaban
también alteraciones. No obstante, en esos ensayos se pudo diferenciar
claramente que el efecto inducido por la presencia de flagelina
superaba al producido por el proceso mecanico de introduccién del

catéter.

Expresiéon de quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias en vejiga

Como se sefialé anteriormente uno de los aspectos fundamentales en
la defensa temprana hacia una ITU se debe a la induccién de la
expresion de quimioquinas pro-inflamatorias como por ejemplo la
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quimioquina IL-8 (Haraoka et al., 1999; Ragnarsdottir et al, 2008). En
particular, se ha observado que se induce una paleta muy variada de
citoquinas y quimioquinas en vejigas infectadas con UPEC (Ingersoll et
al., 2008).

En el presente trabajo, se demostré que la instilacién transuretral de
flagelina de P. mirabilis indujo un aumento transitorio de los niveles de
expresion relativa de ARNm de las quimioquinas pro-inflamatorias IL-6,
CXCL-1 y CXCL-10. Estos resultados son concordantes con los
obtenidos por otros autores, quienes han demostrado que la
administracién /n vivo de flagelina regula positivamente la expresién de
quimioquinas (Honko and Mizel, 2004; Mufoz et al, 2010; Sha et al.,
2004; Sierro et al, 2001). Dichas quimioquinas y citoquina pro-
inflamatorias son consideradas cruciales para la activacion 'y
movilizacion de respuestas inmunes innatas en vejigas (Sivick and
Mobley, 2010). De todas maneras se debe tener en cuenta que el
proceso de instilacién propiamente dicho induce el reclutamiento de
células inmunes, como se observé en el ensayo previo de citometria.
Por esta razon, no se puede descartar que lo observado en el presente
ensayo sea una respuesta a la introduccién del catéter en la vejiga
murina. Por esta razén, seria conveniente repetir el procedimiento y
analisis de la expresién relativa de ARNm de citoquinas afiadiendo un

grupo de animales control, instilado con solucion salina.

Efecto de la instilacién de flagelina en el desarrollo de una ITU

La generacién de respuestas inmunes innatas y adaptativas son
esenciales para contrarrestar los ataques bacterianos producidos

durante una ITU (Song and Abraham, 2008).
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Como se demostré previamente, la flagelina de P. mirabilis tiene la
capacidad de activar la respuesta inmune innata /n vitro e in Vvivo,
induciendo la expresién de quimioquinas pro-inflamatorias y generando
inflamacioén en el epitelio vesical. Teniendo en cuenta estas propiedades
de la flagelina de P. mirabilis, se especulé que su instilaciéon transuretral
podria tener un efecto favorable para neutralizar en alguna medida el
desarrollo de una ITU ascendente experimental. Otros investigadores han
demostrado que la administracion nasal de flagelina de S. typhimurium
induce la activaciéon de la respuesta inmune innata local y que dicha
respuesta disminuye la ocurrencia de neumonia en un modelo de
infeccion por S, pneumoniae en ratones (Mufoz et al, 2010). Sin
embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo revelaron lo
contrario, ya que la respuesta inmune generada por la instilacién de
flagelina de P. mirabilis en la vejiga murina no contribuyé a disminuir la
colonizacién bacteriana en el TU. Mas aun, la colonizacién bacteriana
se vio exacerbada cuando se utilizaron altas concentraciones de
flagelina. Esto sugiere que la inflamacién y el reclutamiento de células
inmunes producida por la instilacién de flagelina de P. mirabilis en el
TU no son favorables para la resolucion de una ITU. Al respecto, Smith
y colaboradores han propuesto que en ITU causadas por UPEC seria
muy importante mantener la funcionalidad de la barrera del epitelio
urinario del hospedador para limitar la inflamacion y preservar la
homeostasis del tejido (Smith et al, 2010). Por todo lo expuesto, la
estimulacién de una respuesta en la vejiga no es beneficiosa para la

neutralizacion del proceso infeccioso en el hospedador.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se utilizaron distintas aproximaciones /mn
vivo e in vitro para estudiar la capacidad de la flagelina de P. mirabilis
de inducir la activaciéon de la respuesta inmune innata en el TU.

Como se mencion6 previamente, la produccién de citoquinas y
quimioquinas pro-inflamatorias es un punto clave en el desarrollo de
fuertes respuestas inmunes para contrarrestar los ataques microbianos
en el TU. A partir de los ensayos en cultivos de células como en los
ensayos de PCR en tiempo real pudimos demostrar que la flagelina de
P. mirabilis tiene la capacidad de inducir la produccién de quimioquinas
pro-inflamatorias. Asimismo, el ensayo de instilacion intravesical
(transuretral) de flagelina nos permiti6 demostrar que la presencia de
dicha proteina en la vejiga induce el reclutamiento de células inmunes,
produciendo inflamacion en el tejido.

Por otra parte, el ensayo de instilacion de flagelina y posterior
desafio ascendente con P. mirabilis puso en evidencia que la respuesta
inflamatoria producida por la presencia de dicha proteina en el TU no
es favorable para prevenir el desarrollo de una ITU ascendente
experimental. Mas aun, concentraciones elevadas de dicha proteina
favorecen la colonizacion bacteriana, sugiriendo que la respuesta
inflamatoria genera un ambiente propicio para la infeccion.

Los resultados del presente trabajo también evidenciaron que la
flagelina de las distintas cepas de F. mirabilis no tiene la misma
capacidad de inducir la activaciéon de la respuesta inmune innata, como
se observd en el sistema reportero CacoCCL20-Luc. En todos los casos,
el efecto fue significativamente menor que el constatado al usar

flagelina de S. typhpimurium.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo presentan que la
flagelina de distintas cepas uropatogénicas de P mirabilis presentan
diferente capacidad de inducir una respuesta inmune innata, como se
observo en el ensayo de estimulacion del sistema reportero CacoCCL20-
Luc. Por esta razén una perspectiva interesante consistiria en realizar
analisis genoémicos y protedmicos de todas las flagelinas de P. mirabilis
utilizadas (activadoras y no activadoras) y a partir de estos analisis,
efectuar comparaciones gendémicas y a nivel de expresion entre cada
una de ellas. Asimismo, otra perspectiva seria evaluar la capacidad de
cada una de las flagelinas de inducir una respuesta inmune innata /n
vitro utilizando cultivos de células T24 e /n wvivo, a partir de los
modelos de instilacion transuretral de flagelina desarrollados en la Tesis.

Finalmente, seria muy interesante evaluar la capacidad infectiva de
las cepas uropatdgénicas cuyas flagelinas no son activadoras y
comparar estos resultados con respecto a la capacidad infectiva de las
cepas que expresan flagelinas activadoras, mediante ensayos de co-

infeccién.
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Anexo |

Curvas de amplificacién y curvas de disociacién de genes
involucrados en la inmunidad innata en cultivos de células humanas T24
obtenidas con el método de PCR en tiempo real con el termociclador

MyiQ Single Color Real-time PCR Detection System (BioRad, USA).

‘ampification Chart - 100811.0pd Welt Curve Chart: 100511.0pd

- 5000

2000 -

7000+

RFU

PCR Base Line Subtracted Curve Fit RFU

49721

Curvas de amplificacién

Meft Peak Chart - 100511.0pd

;
1 %
A1 4R
L !
~.
o “‘
< \u
Al
i
s
= =1 - 3
1,00
0,00
T L L L L T T T T L L
5 E 6 & 7 75 5 £ o5

Temperaturs, Celsius

Curvas de disociacion

83




Anexo |l

ANEXO I

Curvas de amplificaciéon y curvas de disociacién de los genes de
la B-Actina, IL-6, CXCL10, CXCL1, IFN-y y CCL20 murinos obtenidas con
la técnica de amplificados PCR en tiempo real con el equipo Rotor-Gene

6000 (Corbett Life Science).
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