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OBIJETIVO GENERAL

Pertussis, tos convulsa o coqueluche es una enfermedad respiratoria aguda que
si bien puede afectar a toda la poblacidon independientemente de su edad, el grupo de
los recién nacidos y los lactantes menores de 6 meses de edad constituyen la
poblacién mas vulnerable con los mayores registros de hospitalizacién, internacién y
muerte [11, 12]. Para el control de esta enfermedad se emplean vacunas que estan
incluidas en los Calendarios Nacionales de Vacunacién. La introduccién de Ia
vacunacion en forma masiva en los anos cincuenta redujo drasticamente la morbilidad
y la mortalidad asociada a la enfermedad [13]. Sin embargo, en los ultimos afios la
enfermedad ha resurgido en varios paises incluidos aquellos con altas tasas de
vacunacion [14-16]. Argentina por su parte detectd a partir del afio 2003 un aumento
de casos sostenido presentando la mayor tasa de incidencia en el ano 2011:
16/100.000 habitantes. En dicho afio también se registré el mayor numero de
fallecimientos asociados a la enfermedad (76 fallecimientos). Todas las muertes
ocurrieron en el grupo de menores de 1 afio, excepto cinco casos que ocurrieron en el

grupo de 1-4 afios (3), 25 a 34 aiios (1) y mayor de 75 afios (1).

La situacion epidemiolégica de la enfermedad en nuestro pais y otros ha
mostrado que la enfermedad representa en la actualidad un problema grave para la
salud publica. Si bien las causas de esta situacidén se estan debatiendo fuertemente,
todas apuntan a debilidades en las vacunas: baja efectividad, corta duracién de la
inmunidad conferida por ellas, adaptabilidad del agente causal a la inmunidad inducida

por las vacunas, débil proteccidn contra la infeccidon y la transmisién.

El desarrollo de una nueva vacuna requiere entre otros mejorar el conocimiento
de la interaccién bacteria huésped y de los mecanismos que gobiernan la eliminacion
por parte del huésped. En este contexto nuestro grupo ha detectado recientemente
gue la exacerbacion de la respuesta innata es capaz de eliminar de los pulmones al
agente causal de la enfermedad. Esta estimulaciéon de la respuesta innata (StIR) ha
demostrado afectar las infecciones pulmonares en modelos tan diversos como la gripe
A, Streptococcus pneumoniae y Aspergillus niger. Nuestro objetivo es caracterizar este
fendmeno que hemos detectado recientemente en el contexto de la infeccion causada

por Bordetella pertussis. Este microorganismo es el agente causal de la tos convulsa,
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una enfermedad resurgente que en la actualidad ocasiona en el mundo alrededor de
16 millones de casos de los cuales 200.000 resultan ser fatales. Esta situacion
epidemioldgica ha profundizado la preocupacién sobre esta patologia y ha marcado
aun mas la necesidad de comprender mas acabadamente los mecanismos que puedan
llevar a la eliminaciéon de B. pertussis del huésped. Para ello nos propusimos
profundizar los estudios sobre el fendmeno StIR inducido por el agonista TLR4 (el
lipopolisacdrido, LPS) en la infeccion causada por B. pertussis ya que habiamos
detectado que el mismo puede eliminar al microorganismo de manera muy efectiva.
Para ello trabajamos en ensayos in vivo e in vitro. No sélo analizamos el efecto de StIR
en la colonizacion de B. pertussis sino que caracterizamos a nivel molecular la

respuesta desencadenante de dicho fendmeno.

Los objetivos especificos de este trabajo fueron los siguientes:

e  Caracterizacién in vivo del fendmeno StIR inducido por el LPS en la
infeccion causada por B. pertussis. Para desarrollar este objetivo empleamos el modelo
de infeccién intranasal en ratones ya puesto a punto en nuestro laboratorio [17].
Especificamente, realizamos ensayos para establecer la dosis mas adecuada del
agonista TLR-4 requerida para desencadenar la respuesta StIR. Caracterizamos la
cinética del fendmeno y establecimos la mejor condicién para estudiarlo.

e Identificacidén de los principales actores y mecanismos involucrados en
el fendmeno. Para ello identificamos empleando microscopia de diseccion laser la
region del darbol respiratorio con mayor participacién en el fendmeno que
desencadena el LPS. Mdas aun, mediante citometria de flujo identificamos a las
poblaciones celulares con potencialidad de jugar un rol clave en el fenémeno StIR.

° Evaluacion de las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno como
actores esenciales en la eliminacién de B. pertussis. ldentificacién de las poblaciones
celulares que podrian intervenir en la produccién de aquellas especies.

e  Evaluacién de la capacidad protectora del agonista TLR utilizado en Ila
induccion del fendmeno StIR. Para alcanzar este objetivo empleamos el modelo de
desafio intranasal con 2 dosis de inmunégeno y posterior desafio con una suspension
subletal de B. pertussis. Evaluamos también si la inmunidad humoral podria tener un

rol en la proteccidén contra este patégeno. Finalmente repetimos estos estudios sobre
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la infeccidon causada por B. parapertussis por ser otra de las especies con implicancia

en la epidemiologia de la enfermedad.

Para una mejor compresién de nuestro trabajo y de los resultados alcanzados
incluiré a continuacidon una descripcion de los aspectos mads relevantes sobre la
enfermedad, su epidemiologia, su resurgencia asi como también las estrategias de

control en uso y los mecanismos de proteccion hasta ahora descriptos.
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Introduccion

La tos convulsa, pertussis o coqueluche es una enfermedad respiratoria aguda
gue representa una causa importante de muerte en los bebés de todo el mundo, y
sigue siendo una grave preocupacién para la salud publica incluso en paises con alta
cobertura de vacunacién. Asi, las estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud
indican que en el afio 2008 se produjeron alrededor de 16 millones de casos de
pertussis de los cuales 195.000 resultaron ser fatales [18]. Esta enfermedad es causada
principalmente por la bacteria Bordetella pertussis aunque también se registran casos

por B. parapertussis y en menor medida por B. holmesiiy B. bronchiseptica.

Pertussis es transmitida desde un individuo infectado a otro susceptible a través
de gotitas o aerosoles. En su etapa sintomatica temprana, pertussis es altamente
contagiosa, con una tasa de ataque secundario de hasta al 90% entre los contactos
familiares no inmunes. Si la enfermedad no es tratada, los pacientes pueden seguir
contagiando durante 3 semanas o mas después el inicio de los ataques tipicos de tos,
aunque la comunicabilidad disminuye rdpidamente después de las 2 primeras

semanas. Los portadores crénicos de B. pertussis son infrecuentes.

Antes del uso masivo de vacunas contra pertussis, la enfermedad era la mas
comun de la infancia. Después de la introduccién de la vacunacidon masiva en los paises
centrales durante los afios 1950 y 1960, la incidencia de la enfermedad se redujo de
manera dramatica (> 90%). También fue drastica la reducciéon de la mortalidad de la
enfermedad. Asi, con estos exitosos resultados |la vacuna contra pertussis (combinada
con difteria y toxoide tetanico) fue incorpordndose en los diferentes paises a través del
denominado Programa Ampliado de Inmunizaciones que fue creado en 1974. Este
Programa consiste en la accidon conjunta de las naciones del mundo y de organismos
internacionales, interesados en apoyar acciones tendientes a lograr coberturas
universales de vacunacion, con el fin de disminuir las tasas de mortalidad y morbilidad
causadas por las enfermedades inmunoprevenibles con fuerte compromiso de
erradicar y controlar las mismas. Las enfermedades objeto del Programa son:
Poliomielitis, Sarampidn, Tétanos, Difteria, Tos Ferina (Pertussis), Tuberculosis,
Rubéola y Rubéola Congénita, Fiebre Amarilla, Haemophilus Influenzae y Hepatitis B.

Gracias a estas formulaciones y este programa se logré que en el 2008 alrededor del
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82% de todos los recién nacidos en el mundo hubieran recibido 3 dosis de la vacuna.
Para ese afio la OMS estimé que la vacunacion mundial contra pertussis evitd

alrededor de 687.000 muertes.

Esta situacién auspiciosa comenzé a ensombrecerse ya que desde los afios
noventa se comenzd a registrar en muchos paises, incluidos aquellos con alta

cobertura de vacunacién, un aumento sostenido de casos de pertussis [19-23].

[C] Disminucién

[ Sin cambios

2] Aumento

Figura 1. Cambios en el nimero de casos de Pertussis del 2013 al 2014
discriminado por estado. http://www.cdc.gov/pertussis/surv-reporting.html

Asi por ejemplo en los ultimos afios, Estados Unidos ha experimentado el brote
epidémico de coqueluche mds grande de los ultimos 50 afos. Segun el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), el nimero de casos reportados durante
el afo 2012 superé los 48,277, mas del doble de los registros del 2011 (18.719) y muy
por encima del récord anterior de 27.550 en 2010. En 2012, la tasa de incidencia
nacional era 13,4 por 100.000 con valores muy superiores en varios estados de Estados
Unidos. En el ano 2013, se registraron un total de 28.639 casos y en el 2014, 28660. En
ambos afios varios brotes fueron registrados en distintos estados. La Figura 1 fue
publicada por el CDC, en la misma se muestran los estados de USA que registraron un
incremento de casos en 2014  respecto  al 2013 (Figura 1,

http://www.cdc.gov/pertussis/surv-reporting.html).
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En ese pais, pertussis es considerada un problema grave de salud que afecta mas
fuertemente a dos grupos de edades: a los menores de 5 meses y a los nifios mayores
de 10 afos. Esta situacion es diferente a lo que ocurria en la era prevacunal en donde
el 93% de los casos se registraba en los nifios menores de 10 afos [21, 22, 24]. En la

Figura 2 se muestra la distribucién de casos por grupo de edad en Estados Unidos.

B2 <lafio
B 1-6 afios

= 7-10 afios
80

B3 11-19 afios

60
E= >20 afios

40

20

1990 1995 2000 2005

Figura 2. Distribucién de casos por edad en Estados Unidos entre los afios 1990-
2014. http://www.cdc.gov/pertussis/surv-reporting.html

Ademads de Estados Unidos, varios son los paises que han registrado esta
situacion, entre ellos se encuentran Australia, Bélgica, Espafia, Alemania, Francia,
Holanda, Canad3, y la Argentina [23, 25-32]. Argentina viene registrando desde el afio
2003 un aumento sostenido del nimero de casos. Como puede observarse en la Figura
3, la mayor tasa se registréo en el afio 2011: 16/100.000 habitantes. En dicho afio
también se registré el mayor nimero de fallecimientos asociados a la enfermedad (76
fallecimientos) [31]. Todas las muertes ocurrieron en el grupo de menores de 1 aio,
excepto cinco casos que ocurrieron en el grupo de 1-4 afios (3), 25 a 34 afios (1) y un
mayor de 75 anos [31]. Entre 2002-2011, las coberturas de vacunacion anti-pertussis a
nivel nacional para la 3ra dosis de la serie primaria y para la correspondiente al ingreso
escolar estuvieron por encima del 90 %, mientras que el refuerzo de los 18 meses

presentd coberturas entre 80 y 90 % (Figura 3). El refuerzo de los 11 afios, incluido en
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el Calendario desde 2009, tuvo una cobertura del 54,6 % y 72,8 % en los afios 2010 y

2011 respectivamente.

Las causas de esta situacion epidemioldgica se estan debatiendo fuertemente, de
forma que en base al conocimiento de las mismas se puedan dar respuestas efectivas
gue lleven a un mejor control de la enfermedad. La mayoria de ellas estan asociadas
con problemas en las vacunas como baja efectividad, corta duracién de la inmunidad
conferida e incapacidad para evitar la infeccién y transmisién, asi como también la
adaptacion del patégeno a la inmunidad conferida por las vacunas. Todavia no se ha
llegado a un consenso sobre los mismos, probablemente debido a que el peso de cada
uno de ellos varia entre pais y pais. Mas alla de la identificacion de las causas es claro
gue se tienen que desarrollar nuevas estrategias para lograr el mejor control de la

enfermedad hoy considerada resurgente.

18 100
16 - 90
=
= 80
§ 14
70
g 12 -
z 10 * :
= -
3 50 -
=
2 8 4 2
= 40 -
g
6 4
& 30
)]
E 4 20

2 -/I/ I .
0 1]
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

mm Tasa de notificacion (por 100 000)

== DPT-Hib/Quintuple 3 (6 meses)

== DI"T-Hib (18 meses)

—fee DT (& afios)

— Linear (Tasa de notificacion por 100 000)

Figura 3. Notificacion de coqueluche y coberturas de vacunas seleccionadas. Argentina,
2002-2011. Fuente: C2-SNVS y Programa Nacional de Control de Enfermedades
Inmunoprevenibles. Ministerio de Salud de la Nacién.
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El patégeno y la enfermedad

El principal agente etioldgico de la enfermedad es B. pertussis, aunque también
se han descriptos casos en los que el agente causal es B. parapertussis y mas
recientemente B. holmesii. Estas especies pertenecen al género Bordetella incluidas en
la subclase B de las Proteobacterias. Las bacterias de este género son cocobacilos
pequeiios (0.2 um por 0.7-1 um), gram negativos, aerobios estrictos (con excepcién de

B. petrii) con un metabolismo no fermentativo.

Actualmente el género Bordetella incluye diez especies: B. pertussis, B.
bronchiseptica, B. parapertussis (humana), B. parapertussis (ovina), B. avium, B hinzii,
B holmesii, B. trematum, B. petrii y B. ansorpii [33]. El rango de huéspedes susceptibles

a estas especies es muy amplio (Tabla 1), siendo B. pertussis, B. parapertussis y B.

bronchiseptica las especies mas estudiadas.

Tabla 1. Especies del género Bordetella

Especie Hospedador/Fuente Enfermedad Referencias
B. pertussis Humano Pertussis (Bordet y Gengou, 1906)
B. parapertussis Hu Humano Pertussis
B. parapertussis ov Oveja Neumonia (Eldering y Kendrick, 1938)

B. bronchiseptica

Varios mamiferos

Enfermedad respiratoria

(Cullinane et al., 1987,
Porter et al., 1996)

B. holmesii Humanos Septicemia, tos (Ferry, 1912)

B. avium Aves Rinotraqueitis (Weyant et al., 1995)
B. trematum Humanos Infecciones de heridas, (Vandamme et al., 1996)
otitis
B. hinzii Pollos, humanos Infeccion oportunista en (Cookson et al., 1994)
humanos
B. petrii Ambiental, humano Infeccién oportunista (Von Wintzingerode et al.,
2001)
B. ansorpii Humano Infeccion oportunista (Ko et al.,2005)

Desde el punto de vista evolutivo, se ha propuesto a B. bronchiseptica como el

progenitor de B. pertussis. Por su parte, B. pertussis y B. parapertussis se consideran

dos linajes separados adaptados al ser humano [34, 35].
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B. pertussis, es un patogeno obligado del hombre aunque recientemente se ha
podido evidenciar que también es capaz de infectar y desarrollar la enfermedad en
monos babuinos [36, 37]. B. pertussis no fermenta los hidratos de carbono pero usa los
aminoacidos como fuente de C, N y energia. Puede cultivarse en medios liquidos que
contengan aminodcidos (acido glutamico o prolina). De hecho en los afios 70 se
desarrollé un medio sintético, el medio de Stainer- Scholte, que aun se sigue usando
[38]. Sin embargo, aunque B. pertussis no posee grandes requerimientos nutricionales,
es muy dificil de cultivar debido a que es extremadamente sensible a las los restos de
detergente o 4acidos grasos insaturados a menudo presentes en el material de
laboratorio. En consecuencia, los medios sélidos que se emplean para cultivarlas

contienen sangre o almiddn, ya que son capaces de complejar a estos acidos grasos.

Respecto de la enfermedad causada por este patégeno, la misma incluye un
periodo de incubacion de 9-10 dias (rango 6-20 dias). Luego de este periodo comienza
la primera fase sintomatica que se denomina fase catarral. Esta fase dura entre 1y 2
semanas y cursa con rinorrea, lagrimeo y tos leve. Estos sintomas son similares a los de
un resfrio comun. En los siguientes 7 a 14 dias, generalmente la tos empeora, tanto en
frecuencia como en intensidad aunque la temperatura corporal es normal o
ligeramente elevada. Durante este periodo, el agente causal B. pertussis puede ser
aislado a partir de las secreciones nasofaringeas de los pacientes. La siguiente fase es
la denominada fase paroxistica que tiene su inicio durante la segunda semana de la
enfermedad y puede extenderse hasta 6 semanas. Se caracteriza por numerosos y
rapidos paroxismos de tos, debido a la dificultad de expulsar el moco espeso del
espacio broncoalveolar. Los ataques paroxisticos se producen con mas frecuencia por
la noche, con un promedio de 15 ataques cada 24 horas. Luego de un paroxismo, se
produce un fuerte esfuerzo inspiratorio durante el cual se produce el silbido o estridor
inspiratorio cldsico. Ademas del paroxismo, pueden manifestarse sintomas como
cianosis, ojos saltones, protrusion de la lengua, salivacidn, lagrimeo, y la distension de
las venas de cuello. Los paroxismos se asocian con mucosidad, pero la produccion de
esputo purulento no se produce. El vomito después de la tos es comun, lo cual puede
llevar a la pérdida de peso. Durante esta fase el paciente sufre un gran deterioro en su

estado general de salud presentando cansancio extremo, deshidrataciéon, pérdida del
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apetito y descenso de peso. Puede presentarse con leucocitosis mayores a
100.000/mm?3 con prevalencia de linfocitos pero raramente fiebre. No se detecta

bacteriemia.

La ultima etapa de la enfermedad se conoce como convalecencia, puede durar
de 2 a 3 semanas o hasta varios meses y se caracteriza por un descenso gradual de los

sintomas [39, 40].

Todo este cuadro clinico se corresponde con la presentacion tipica de la
enfermedad. Sin embargo, existen distintos factores que lo condicionan como por
ejemplo la edad del paciente, el estado de vacunacion, el tratamiento con antibidticos
y la coinfeccién con otros microrganismos [41]. Para los nifios menores de 6 meses la
enfermedad evoluciona generalmente a una tos cianosante, sin estridores y que
habitualmente se acompaiia de apneas y bradicardias profundas. La enfermedad en
ninos mayores, adolescentes y adultos jévenes previamente inmunizados se presenta
frecuentemente en forma atipica; los pacientes manifiestan tos persistente y
prolongada (durante semanas o meses) o puede pasar completamente desapercibida.
En un 13 a 20% de los adultos con tos prolongada, se ha encontrado que la causa es

pertussis, frecuentemente con una duracion media de la tos de 7 a 8 semanas [42, 43].

Existen ciertas complicaciones clinicas asociadas a pertussis que se dan
principalmente en los nifios menores a 1 afio de edad, en nifios no vacunados y en
bebes prematuros. Entre las mas frecuentes se encuentran neumonias (22%),
convulsiones (3%), encefalopatia (1%) y muerte (0,3% en nifios de 2 afios a 6 meses y

1,3% en el primer mes de vida) [44-46].

Interaccidn de B. pertussis con el huésped

B. pertussis es un patégeno humano que es encontrado exclusivamente en el
tracto respiratorio. El proceso infeccioso de esta bacteria comienza al ingresar a las
vias aéreas del huésped mediante gotitas o aerosoles expelidos por un individuo
infectado. Una vez dentro del mismo la bacteria se adhiere a la mucosa nasofaringea
causando una inflamacidn leve en la zona. B. pertussis muestra tropismo por el epitelio

ciliado de la mucosa respiratoria aunque puede adherirse a otros tipos celulares como
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los macréfagos alveolares y las células dendriticas [47]. Las bacterias adheridas
proliferan y liberan una serie de toxinas causando ciliostasis, dafio en el epitelio
respiratorio, induccion de la liberacion de mucus, inflamacion en el lumen del tracto
respiratorio e inhibicién de funciones de células del sistema inmune del huésped

(Figura 4).

La disrupcion de la funcion normal de la mucosa ciliada y el dafo del epitelio
respiratorio son las patologias primarias asociada con la infeccién de B. pertussis. En
los pulmones la primera lesidon causada por pertussis parece ser la hiperplasia linfoide
de los nddulos linfaticos peribronquiales y tragueobronquiales. Se ha reportado que
pueden ocurrir incluso necrosis y descamacién de las capas superficiales epiteliales de

los bronquios pequefios [6].

A partir de la utilizacion del modelo de infeccién intranasal de B. pertussis en
ratones se pudo profundizar en el conocimiento de las lesiones inducidas en el

huésped [10, 48], encontrando asi que B. pertussis causa bronconeumonia asociada a

1. Inhalacidn de gotitas o aerosoles conteniendo B.
pertussis

7 ol § ol a
e WS toxins | 1l

il 2. Adhesion de la bacteria a las células ciliadas y
ﬂﬁ".' P"_,,Eg/\},ﬂ: _;,h: produccién de toxinas

®
(bl fe s i ¢', 3. Multiplicacién bacteriana, influjo de células del
K y ! 3 3
%ﬂf*ua ﬁ#& sistema inmune, destruccion de las células
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Figura 4. Esquema de la infeccidn por B. pertussis. La enfermedad se contagia cuando una
persona tose y libera pequefas gotitas conteniendo la bacteria. La inhalaciéon de estas
particulas en el aire por un individuo susceptible es suficiente para producir la infeccidn.
Adaptada de una imagen de Deadly Diseases and Epidemics: Whooping Cough. Patrick G.
Guifoile.
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hemorragia alveolar con edema, pero sin evidencia de lesiones necréticas. A nivel del
pulmén se observa inflamacién perivascular y peribronquial generalizada, con gran
aumento de infiltrados celulares, en su mayoria polimorfonucleares. Estas células
estan distribuidas en todo el pulmdn. Se puede observar inflamacién del parénquima
pulmonar con aflujo de linfocitos, mientras que el exudado intra-alveolar estd
compuesto principalmente por monocitos. En la infeccién temprana también se ha
observado una afluencia de células Tyd en pulmones de ratones asi como un rapido
reclutamiento de células dendriticas. En animales inmunizados el curso de la infeccién

es menos prolongado y el influjo de células es mas transitorio [49].

Para el desarrollo de las distintas etapas de infeccion la bacteria requiere de una
serie de factores de virulencia, mucho de los cuales ya han sido identificados y
caracterizados. A continuacion se describen los aspectos mas sobresalientes de cada
uno de ellos (Figura 5). La descripcion respecto de la estructura y funciones del
lipopolisacdrido de B. pertussis serd analizada con mas detalle por ser el agonista TLR-4

utilizado en el marco del presente trabajo de Tesis.
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Fimbria (Fim). Son estructuras filamentosas de naturaleza proteica que se extienden de la
superficie bacteriana y participan en la adhesion de este patégeno a las células epiteliales
promoviendo la colonizacién a nivel de pulmén [5].

Hemaglutinina filamentosa (FHA). Participa en la adhesion a las células del huésped, asi
como en la formacién de microcolonias y biofilms. FHA ha sido involucrada en la modulacion
de la respuesta inmune [10].

de la mayor parte de los sintomas
presentes en la tos convulsa. Su accién
es clave en los estadios tempranos de
la infeccion donde actua sobre las
células residentes del pulmdn,
incluidos los macréfagos alveolares,
disminuyendo la  produccién de
quimoatractantes de neutrdfilos en
respuesta a la infeccion [8, 9].

\ N Toxina pertussis (PTX). Responsable

Adenylate 3
cyclase toxin—"\S5%

Toxina citotraqueal (TCT). Esta toxina
Dermonecrotic | es |a responsable de la citopatologia

toxin RS . .
tac del epitelio respiratorio durante Ia
infeccion por Bordetella, causando

\ ciliostasis y tos persistente

Toxina dermonecroética (TDN). Es una
l toxina citoplasmatica que induce
lesiones necrdticas localizadas en

Factor de colonizacion traqueal (TCF). Es una ratones de laboratorio cuando es

proteina autotransportadora expresada inyectada en forma intradérmica. Su
Unicamente por B. pertussis que contribuye a la rol en la patogénesis de la enfermedad
adhesidén y colonizacidon bacteriana. es poco claro.

Adenilato ciclasa-Hemolisina (AC-Hly). Esta proteina posee un dominio con actividad
adenilato ciclasa, responsable de los principales efectos citotéxicos, y un segundo dominio
con actividad hemolisina que media la translocacién de esta toxina a la célula blanco [4-7].

Pertactina (Prn). Es una proteina presente en la membrana externa de B. pertussis que
participa en el proceso de adhesién de las bacterias al huésped, en particular a los monocitos
y estaria implicada en las etapas tempranas de la infeccidn [5].

BrkA (Bordetella resistance to killing). Implicada en la resistencia de B. pertussis a la lisis por
la via clasica del complemento, y contribuye en la adhesidn a las células del hospedador [3].

Figura 5. Adhesinas y toxinas de B. pertussis
(http://www.museumofhealthcare.ca/explore/exhibits/vaccinations/pertussis.html)
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Lipopolisacarido (LPS). El LPS constituye el componente estructural mayoritario
de las membranas externas de las bacterias Gram negativas. Es una molécula anfifilica
formada por el lipido A, a través del cual se inserta en la membrana, un core o nucleo
de naturaleza oligosacaridica y un extremo distal constituido por un polisacarido lineal
denominado antigeno O [5, 6]. B. pertussis a diferencia de otras bacterias Gram
negativas no presenta antigeno O, en su lugar presenta un trisacarido formado por N-
acetil-N-metil-fucosamina (FucNAcMe), acido 2,3-dideoxi-di-Nacetilmanosaminurdnico
(2,2-deNAcManA) y N-acetilglucosamina (GlaNAc). Cuando se somete el LPS de B.
pertussis a corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida el perfil presenta dos
bandas caracteristicas de la especie: una banda denominada B, de mayor movilidad,
compuesta por el lipido A y el core interno; y una banda de menor movilidad
denominada banda A que corresponde a los componentes de la banda B mas el

trisacarido.

El LPS de B. pertussis al igual que otras endotoxinas es pirogénico, mitogénico,
téxico y puede activar e inducir la produccién de factor de necrosis tumoral en
macréfagos [50, 51]. Estudios con ratones defectivos en TLR-4 sugieren que la
sefializacion del LPS mediada a través de los receptores es necesaria para inducir una
respuesta innata robusta y generar una respuesta protectora contra B. pertussis en el
modelo murino [52]. En los ratones defectivos en TLR-4, la colonizacién bacteriana en
los pulmones fue mayor a la observada en los ratones salvajes, y con un mayor
aumento de infiltrado celular y de patologia pulmonar [53]. Recientemente, nuestro
grupo de investigacidon encontré que la estimulacion exacerbada de la respuesta
inmune innata en los pulmones por el LPS confiere un alto nivel de proteccién frente al
desafio con dosis altas de B. pertussis [17]. La participacion de TLR-4 también ha sido
establecida en el marco de protocolos de inmunizacion en donde la funcionalidad de
este receptor condiciona el desarrollo de una respuesta adaptativa protectora frente a
la infeccidn por B. pertussis en el modelo murino de infeccidén intranasal [54-56].
Algunos estudios clinicos también revelan la participacion de este receptor en el
desarrollo de la respuesta inmune frente a la inmunizacidon con la vacuna celular.
Aunqgue estos trabajos han sefialado la participacion de TLR-4 en la defensa del

huésped ninguno ha analizado acabadamente cudl es su contribucién. En este sentido,
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el conocimiento sobre los mecanismos que son desencadenados por su activacién y
cuales de ellos son necesarios y/o suficientes para el establecimiento de la respuesta
protectora aun es escaso. El estudio de tales aspectos resulta de interés ya que

permitiria entender mejor los mecanismos de control contra este patdgeno.

Respuesta inmune frente a B. pertussis

La complejidad de la infeccidén por B. pertussis se condice con que no exista un
unico perfil de respuesta relevante sino que diversos mecanismos inmunoldgicos son
capaces de brindar protecciéon contra la enfermedad [57-61]. A diferencia de lo que
ocurre frente a otros patdgenos, en B. pertussis no existe un antigeno dominante sino
qgue la respuesta a distintos antigenos y factores de virulencia de la bacteria parecen
tener una contribucién, existiendo cierto grado de redundancia entre los mismos. La
infeccion por B. pertussis en los humanos desencadena una respuesta humoral y
celular (Figura 6). Los primeros mecanismos de la respuesta inmune parecieran tener
lugar mediante la activacion de los receptores de tipo Toll 4 (TLR-4) y la via alternativa
del complemento [8, 52, 53]. La exposicion al LPS y otros productos bacterianos
promueve la expresion de IL-12 e IL-23 por las células dendriticas centinelas vy
macrofagos en las primeras horas después de la infeccidn. En la infeccidn, la toxina
pertussis y la adenilato ciclasa presentes en B. pertussis parecieran aumentar,

preferencialmente, la produccién de IL-23 pero no de IL-12 [8, 62].

Cuando B. pertussis ingresa al tracto respiratorio se une a las células ciliadas del
epitelio pero también es reconocida y capturada por células de la respuesta inmune
innata como macroéfagos, células dendriticas (DC), células Tyd, células Natural Killer
(NK) y células T naturales (NT). Las células dendriticas se encargan de procesar y
presentar los antigenos bacterianos a las células T [10]. Mientras que la produccién de
IL-12 y IL-18 por las células de la respuesta innata polarizan hacia una respuesta del
tipo Th1 (caracterizada por la secrecidon de INF-Y), la produccién de IL-23 polarizaria la
respuesta hacia la generacién de una poblacién de células Th17 (caracterizada por la
produccion de IL-17). Esta respuesta rapida de IL-17 por las células T residentes (Ty0 y

NK) promueve la produccion de citoquinas por-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a)
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gue reclutan neutréfilos al sitio de infeccién, controlando inicialmente la misma [63].
La respuesta Th1 seria suprimida en los estadios tempranos de la infeccion debido a los
efectos de la secrecion de IL-10 por las células T regulatorias (Tr o Treg) estimuladas
por antigenos o macréfagos y las células dendriticas estimuladas por FHA. La
sefializacion via LPS/TLR-4, en sinergia con la accidon enzimatica de AC-Hly, parecen
mediar la produccién de IL-10 e IL-23 generando una polarizaciéon hacia la respuesta

Th17 [8].

Bordetella pertussis
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Figura 6. Sefializacion y respuesta del sistema inmunolégico a la infeccién con B.
pertussis. Etapas: (1) Reconocimiento de los componentes bacterianos por las células del
sistema inmune. (2) Produccidn de mediadores solubles. (3) Reclutamiento y activacién de
las moléculas y células efectoras. Inmunity to Bordetella pertussis. Kingston H.G. Mills.
Microbes and Infection, 3, 2001, 655-677.

El NO vy las citoquinas pro-inflamatorias IL-1 y TNF-a inducidas por las toxinas de
B. pertussis, especialmente LPS, TCT y PTx, ademds de contribuir a la eliminacién
bacteriana también median la patologia local en el pulmdn y son responsables de
muchas de las consecuencias sistémicas y neuroldgicas de la infeccion. El IFN-y

secretado por células de la respuesta innata en la infeccion temprana y mas
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tardiamente por células Thl, estimula el reclutamiento y la activaciéon de macréfagos y
neutrdfilos y provee ayuda a las células B a secretar anticuerpos opsonizantes y
fijadores del complemento (IgG2a en ratones). Las células Th2 también activarian la
expansion clonal de células B. Las bacterias, opsonizadas o no opsonizadas, son
internalizadas por neutrdfilos y macréfagos y eliminadas por NO o especies reactivas a
oxigeno [10]. La opsonizacidn de la bacteria produce la activacién de la via clasica del
complemento. Las neutréfilos expresan receptores que reconocen las bacterias
marcadas por el complemento asi como receptores que reconocen las regiones Fc de
los anticuerpos unidos a los antigenos bacterianos. Ambos mecanismos resultan en la
activacion de neutrofilos que, en el contexto de la secrecién de citoquinas pro-
inflamatorias, atraen mas fagocitos al sitio de infeccién. Estos son activados y eliminan
las bacterias unidas a anticuerpos. Se ha sugerido que las células Th2 controlarian
también la secrecidén de IgA la cual es detectada en pulmones de ratones infectados
previo a la deteccién de IgG en suero. Se ha sugerido que esta inmunoglobulina podria

tener un rol en la eliminacién de la infeccién primaria [61, 64, 65].

Vacunas contra pertussis
La principal medida de prevencién para la tos convulsa es la vacunacion.
Actualmente existen dos tipos de vacunas de uso regular, las vacunas celulares (wP) y

las vacunas acelulares (aP).

Las vacunas celulares consistentes en una suspensién del agente causal muerto
por calor y detoxificada fueron las primeras que se desarrollaron luego que Jules
Bordet y Octave Gengou lograran en 1906 identificar a B. pertussis como agente causal
de la enfermedad [66]. Las primeras evidencias de éxito con esta vacuna fueron
obtenidas por el investigador danés Madsen durante un brote en la Islas Faroe,
pertenecientes en ese momento al reino de Dinamarca (1923-1924). Pero fue durante
los afos 1930 que dos investigadoras Pearl Kendrick y Grace Elderling llevaron
adelante varios ensayos clinicos rigurosamente disefiados, en los que establecieron los
niveles de proteccion de las vacunas por ellas mismas desarrolladas. Estas vacunas

estaban formuladas en base a una mezcla de cepas locales recientemente aisladas
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[67]. Los resultados alcanzados con esta formulacidn fueron satisfactorios, y asi para
los afios 1950 muchos paises centrales adoptaron estas vacunas en una formulacién
vacunal que combinaba antigenos de difteria, tétanos y pertussis (DTP). En los lugares
en que se aplicaron la incidencia de la enfermedad bajoé en forma contundente y por

ello su uso se extendid a nivel mundial.

A medida que el nimero de casos fue disminuyendo se hizo mas notoria la
preocupacion por las reacciones adversas asociadas quizas sin mucho sustento a la
vacunacion. Los reportes sobre reacciones adversas describian desde fiebre, llanto
persistente e irritabilidad hasta shock hipotdnico, convulsiones, encefalitis vy
complicaciones neuroldgicas [88]. Aunque la vacunacion luego se desestimé como
causa de las reacciones mas graves, las vacunas celulares quedaron fuertemente
cuestionadas. De hecho varios paises como Japdon dejaron de utilizarlas con el
consecuente aumento de casos. Esto motivd a nuevos desarrollos que llevaron a una
nueva generaciéon de vacunas que a diferencia de las anteriores solo estaban
constituidas por componentes proteicos purificados derivados de B. pertussis. Este tipo
de vacunas, llamadas vacunas acelulares, son las que se usan actualmente en la
mayoria de los paises centrales para cubrir las dosis primarias, y en algunos paises para

los refuerzos en la poblacién mayor de 7 afos.

La primera vacuna acelular fue licenciada en Japdon en 1981, luego otras
formulaciones constituidas por mas factores de virulencia fueron licenciadas en los
siguientes afios. En el afio 2005 se licenciaron 2 nuevas formulaciones acelulares que
contenian los mismos constituyentes que las anteriores pero en menor dosis para
poder ser empleada en la poblacién mayor de 7 afios [24]. Actualmente existen
vacunas acelulares (aP) de diferente composicién en funcién del nimero de antigenos
y la cantidad de los mismos que tienen. Asi encontramos vacunas monovalentes que
contienen solamente la toxina pertussis, bivalentes compuestas por PTX y FHA,
trivalentes compuestas por PTX, FHA y pertactina y pentavalentes: PTX, FHA, PRN,
fimbrias FIM2 y FIM3 [22, 68, 69]. Todas estas vacunas contienen la toxina pertussis,
en algunos casos modificada genéticamente y en otros detoxificada por tratamiento

guimico.
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En la actualidad no existe a nivel mundial un consenso respecto de que tipo de
vacuna utilizar, ni que esquema de vacunacion debe seguirse, asi hay paises que sélo
emplean en sus Calendarios Nacionales de Vacunacion vacunas celulares, otros que
emplean en las primeras dosis vacunas celulares y luego realizan refuerzos con
vacunas acelulares y otros usan vacunas acelulares en todo el esquema de vacunacion.
Aungue no existe consenso sobre cudl de las formulacién es conveniente emplear, si
pareceria que las formulaciones acelulares en las dosis primarias no serian
convenientes ya que la duracion de la inmunidad por ellas ejercidas es menor que las
acelulares [70, 71]. La situacién epidemiolégica que hemos descripto al comienzo de
este trabajo de tesis ha llevado a cuestionar fuertemente a las dos vacunas en uso. De
hecho existe un consenso sobre la necesidad de una tercera generacion de vacunas
contra pertussis que supla las debilidades de las anteriores, mayor proteccion, menor
reactogenicidad y mayor duraciéon de la inmunidad conferida son las propiedades
buscadas. Hasta tanto se alcance este nuevo desarrollo se deberd intentar hacer un
uso mas efectivo de las formulaciones actuales. De hecho diferentes organismos
internacionales y nacionales han recomendado y ya estdn aplicando diferentes
medidas que incluyen la incorporacion de mas refuerzos como la vacunacion a los 11
afios [72, 73]. También se han presentado otras alternativas, tales como la vacunacién
del personal de salud en contacto con nifios y la vacunacion selectiva de madres y
parientes cercanos de los neonatos, la que parece ser una estrategia relevante para
limitar la transmisién de la patologia de adultos a nifios [74, 75]. En nuestro pais

incluso se ha incorporado como estrategia la vacunacién de las mujeres embarazadas.

Si bien la modificacién de los planes de vacunacion en ciertas regiones podria
resultar beneficiosa, esto sdlo parece ser una alternativa razonable a corto plazo. Por
un lado, la introduccion de multiples dosis de refuerzo complejiza el disefio, la
implementacién y aplicabilidad de planes de vacunacién destinados a la poblacion
general. Por otro lado, si bien las vacunas actuales han sido efectivas para disminuir la
mortalidad infantil en relacion a la era pre-vacunal los datos presentados senalan que
no son lo suficientemente adecuadas para controlar la situacidén epidemiolégica actual.
Al respecto podemos recordar que aun en casos de coberturas poblacionales cercanas

al 96% las vacunas actuales no han controlado de manera significativa la circulacion de
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B. pertussis en la poblacion, manteniéndose los ciclos epidémicos cada 3-5 afios. Por
otra parte, la eficacia de estas formulaciones estd siendo mas limitada por la
adaptacion del patdgeno y la aparicién de cepas divergentes a las usadas en la

produccién de vacunas [76, 77].

Frente a esta situacion, el desarrollo de nuevas formulaciones vacunales o el
mejoramiento de las existentes resultan de gran interés. Entre otros el disefio de
vacunas efectivas frente a B. pertussis requiere de la profundizacién en el
conocimiento de la biologia de la infeccién siendo fundamental el entendimiento no
sélo de los mecanismos de patogenia, sino también de los mecanismos inmunoldgicos
involucrados en la defensa del huésped vy la resolucion de la infeccion. En este sentido
B. pertussis es un patdgeno complejo con una gran capacidad inmunomodulatoria y
varios aspectos mencionados contintdan en la actualidad sin ser comprendidos. El
estudio de las vias involucradas en el reconocimiento del patégeno y su impacto en el
establecimiento de la defensa del huésped es de sumo interés para el disefio racional
de nuevas formulaciones vacunales pudiendo facilitar significativamente el desarrollo

de las mismas.

Fenodmeno StIR como escenario util para el desarrollo de nuevas

estrategias de control

En la busqueda de nuevas estrategias posibles para combatir infecciones
respiratorias, recientemente se han reportado resultados interesantes respecto del
efecto que tiene sobre los procesos infecciosos la estimulacidon inespecifica de la
respuesta inmune innata. Mediante ensayos in vivo utilizando el modelo murino se ha
puesto de manifiesto que la estimulacidn de la inmunidad innata local con agonistas de
los receptores para PAMP (Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos) consigue

evitar el progreso de infecciones letales producidas por hongos, virus y bacterias.

Los primeros reportes sobre este fendmeno, conocido como StIR (por su nombre
en inglés, Stimulated Innate Resistance), fueron publicados en el marco de infecciones
pulmonares producidas por Streptococcus pneumoniae, en las cuales pudieron

evidenciar que como consecuencia de la estimulacion de la mucosa respiratoria con
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una mezcla compleja de agonistas Toll (utilizando un lisado de Haemophilus influenzae
no tipificable (NTHi)) se lograba evitar la muerte de los animales infectados. En el
marco de las infecciones por este patdgeno se comenzd a caracterizar el fenédmeno
pudiendo evidenciar que la respuesta desencadenada frente al tratamiento con el
lisado bacteriano era maxima luego de 4h, pero que sus efectos sobre la colonizacién
bacteriana se extendian hasta por 48h. Interesantemente, el fendmeno StIR
desencadenado en respuesta al tratamiento con NTHi no sélo conferia proteccidn
frente a las infecciones producidas por S. pneumoniae, sino que también lo hacia
frente otros patdgenos bacterianos tales como K. pneumoniae, S. aureus, B. antracis, Y.

pestis y F. tularensis [78-82].

En el marco del trabajo de nuestro laboratorio, pudimos poner de manifiesto la
ocurrencia del fendmeno StIR en el marco de la infeccidn por B. pertussis [17]. Para la
evaluacién del fendmeno StIR fueron ensayados diferentes agonistas TLR purificados:
Poly IC para TLR-3, LPS para TLR-4 y flagelina para TLR-5. Mediante estos ensayos se
logré, no sélo evidenciar el fendmeno en el marco de nuestro patdgeno, sino que
ademas pudo identificarse como responsable del mismo al lipopolisacarido purificado.
Los resultados obtenidos concuerdan con lo publicado en bibliografia respecto del rol
gue tiene la via de reconocimiento TLR-4 en la proteccion contra B. pertussis [52-54,

56, 83, 84].

El fendmeno StIR desencadenado por la estimulacidn de la via TLR-4 se presenta
como un modelo muy interesante de estudio en animales donde la infeccion por B.
pertussis puede ser controlada completamente. Es destacable la magnitud de este
efecto, eliminando completamente de vias aéreas un indculo de 1x10’ de UFC en
pocas horas, evidenciando una alta capacidad de induccidn de efectores bactericidas.
Esto contrasta con lo que ocurre con las formulaciones vacunales actuales, las cuales
evitan los sintomas graves de la enfermedad, pero no logran impedir la colonizacién

bacteriana.

De esta manera, el conocimiento acerca de los mecanismos de la inmunidad
innata que son desencadenados en respuesta al LPS resultan de interés para identificar

efectores bactericidas que puedan ser considerados como efectores a estimular en el
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disefio de estrategias profilacticas y terapéuticas que permitan mejorar el control de

pertussis en la poblacién.

Antes de comenzar con la exposicion de los resultados obtenidos en el marco de
este trabajo de Tesis presentaremos a continuacién un apartado detallando los
mecanismos antimicrobianos descriptos a nivel de pulmdn y las vias aéreas que seran
de utilidad para una mejor comprensién de los resultados presentados en los capitulos

siguientes.

Mecanismos antimicrobianos de la mucosa respiratoria

En respuesta al reconocimiento de las bacterias por las células epiteliales se
induce la produccién de quimoquinas y citoquinas que reclutan y activan células
fagociticas al sitio de infeccion que median la eliminacion de los patdgenos. Los
principales receptores que median esta respuesta son los receptores de tipo Toll

(TLRs).

El epitelio respiratorio cuenta con una serie de efectores antimicrobianos que le
permiten ejercer su accién en el control de las infecciones respiratorias (Figura 7).
Entre ellos se encuentran la produccion de glicoproteinas que forman el mucus
protector, la secrecion de péptidos y proteinas antimicrobianas y produccién de

especies reactivas del oxigeno (ROS).

La presencia de mucus en la superficie del epitelio respiratorio evita el
desecamiento de las células, la acumulacidn de particulas enddgenas y exdgenas y la
invasion por patdégenos. En respuesta a la estimulacion por microorganismos,
citoquinas inflamatorias y toxinas ambientales el epitelio respiratorio aumenta la
produccién de mucina. Se ha demostrado que diversos patégenos como S. aureus, P.
aureginosa, S. pneumonie, NTHi y M. pneumoniae inducen la expresién de genes de

mucinas por activacion de la via de sefializacién NF-kB [85-89].

Ademas de la produccién de las mucinas, las células epiteliales y las glandulas
submucosas secretan péptidos antimicrobianos (AMPs) y proteinas a la superficie de

las vias respiratorias. Estas secreciones ejercen su accién tanto frente a bacterias como
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virus y hongos. Su mecanismo de accion tiene lugar mediante la disrupcién de las
paredes celulares, el secuestro de hierro y nutrientes, evitando ademas la adhesién de

los patégenos [90-92].

El epitelio respiratorio humano expresa dos tipos de AMPs: la defensinas y las
catelicinas. Ha sido reportado que las células epiteliales y los neutréfilos en respuesta a

infecciones bacterianas y virales incrementan la expresién de B-defensinas, mediando
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Figura 7. Componentes del sistema inmune innato del epitelio respiratorio.
LPO: lactoperoxidasa, AMPs: péptidos antimicrobianos, DC: células dendriticas, ASL:
fluido de la superficie aérea. Adaptado de Innate immune responses of the airway
epithelium- Joo-Heon Yoon-Mol. Cells 30, 173-183, September 30, 2010

la proteccién frente a hongos vy el virus de la influenza [93, 94]. Entre las proteinas
antimicrobianas de mayor tamafio encontramos a la Lisozima que es secretada por las
células epiteliales y las glandulas submucosas y ejerce su accién sobre las bacterias
Gram positivas mediante la hidrdlisis del enlace glicosidico del péptidoglicano de la
pared celular [95]. También encontramos a la Lactoferrina que actla indirectamente
secuestrando el hierro y de forma directa sobre el patdgeno produciendo su muerte
[95] y a las Colectinas o lectinas de tipo-C (Sp-A y Sp-D) que se unen a secuencias de
carbohidratos muy conservadas en los patégenos respiratorios, produciendo la muerte

por opsono-fagocitosis [96].

36



MARIA EUGENIA ZURITA. TRABAJO DE TESIS DOCTORAL 2015

El epitelio respiratorio produce cantidades significativas de ROS, los cuales
pueden ser detectados tanto en cultivos celulares como en el aire espirado de
individuos sanos [97]. La principal fuente de los ROS son las Oxidasas DUOX1 y DUOX2
y la familia de las NADPH oxidas que ese encuentran en las células epiteliales. Las
enzimas del complejo DUOX se expresan principalmente en la cara apical de las células
ciliadas del epitelio respiratorio [98], no asi en las células no ciliadas o en las células
basales [97]. Estudios recientes se han enfocado en la funcién antimicrobiana de los
ROS generados por el sistema DUOX en las vias aéreas. Se ha visto que en respuesta a
infecciones bacterianas se activa el complejo DUOX y secreta H,0; al lumen donde la
lactoperoxidasa (LPO), expresada y secretada por las células calciformes y las glandulas
submucosas, lo combina con SCN- para convertirlo en el agente bactericida OSCN-,

conduciendo a la muerte bacteriana [99].
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INTRODUCCION

Como hemos detallado a lo largo de la introduccion de este trabajo de Tesis,
desde hace mas de 20 afios se viene registrando un aumento sostenido del nimero de
casos de coqueluche en varios paises incluidos aquellos con altas coberturas de
vacunacion. Diferentes causas se han esgrimido para explicar el resurgimiento de esta
enfermedad inmunoprevenible. Entre ellas la baja efectividad de las vacunas en uso, la
pérdida de inmunidad inducida por ellas, y la adaptacién de agente causal a la
inmunidad inducida por las vacunas. El peso de cada uno de estos factores, aunque no
necesariamente el mismo en todas las regiones, se estd debatiendo intensamente.
Independientemente de cual sea el factor primordial que determina esta situacién
epidemioldgica es claro que se requieren nuevas estrategias y nuevas formulaciones
vacunales que permitan mejorar el control de la enfermedad. Para el disefio de nuevas
vacunas resulta clave realizar acciones que permitan profundizar el conocimiento
sobre el patégeno, la infeccidn, la interacciéon patdégeno-huésped y los mecanismos
inmunolégicos involucrados en la proteccidon contra el mismo, entre otros. Respecto a
estos ultimos existen evidencias que indican que tanto la inmunidad humoral como la
celular son importantes al momento de combatir la enfermedad [58, 59, 65, 100-102],
pero los factores determinantes de la eliminacién de B. pertussis del tracto respiratorio
aun son poco conocidos. De manera interesante, en nuestro laboratorio hemos
logrado identificar un escenario de eliminacion de B. pertussis in vivo que se presenta
como muy atractivo para avanzar en aquel conocimiento. Especificamente hemos
podido identificar el fendmeno conocido como estimulacion de la respuesta innata
(StIR), en el cual la infeccion por B. pertussis se ve severamente perturbada como
consecuencia de la estimulacidn exacerbada del sistema inmune [17]. El fendmeno StIR
fue descripto primariamente para otras infecciones pulmonares como la gripe A,
Streptococcus pneumoniae y Aspergillus niger [78, 79, 81] . El mismo consiste en un
aumento inespecifico de la respuesta innata de las vias respiratorias que evita el
progreso de dichas infecciones. Evans y colaboradores, utilizando el modelo murino de
infeccion, observaron que la administraciéon por via intranasal de un lisado de
Haemophilus influenzae (NTHi) induce una respuesta inmune capaz de proteger frente

a un inéculo Streptococcus pneumoniae que de otro modo resultaria letal.
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En nuestro laboratorio pudimos detectar que el fendmeno StIR puede ser
desencadenado en B. pertussis a través de la administracién de lipopolisacarido (LPS)
purificado [17]. Los resultados alcanzados mostraron que el fendmeno StIR para B.
pertussis puede desencadenarse con LPS de diferentes microorganismos incluso con
aquellos que no estan involucrados en la colonizacion de huéspedes animales. Mas
aun, el tratamiento con flagelina o con otros PAMPs distintos al LPS tales como poli I:C
no resultaron ser capaces de inducir este fendmeno en B. pertussis. Experimentos
realizados en cepas de ratones defectivos en la sefializacion via TLR-4 (cepa C3H/Hel) y
en consecuencia hiporrespondedores a LPS, permitieron confirmar que la respuesta
TLR4-dependiente es el principal responsable del fendmeno StIR observado en B.
pertussis. El fendmeno de StIR ha sido descripto para otros microorganismos, en
general empleando una mezcla compleja de agonistas de la inmunidad como estimulo.
En el caso de B. pertussis basta con la administracion de un agonista TLR-4 purificado

para inducir una respuesta suficiente para evitar el progreso de la infeccién.

En el marco de mi trabajo de Tesis nos hemos propuesto caracterizar
molecularmente el fendmeno StIR en el marco de la infeccién por B. pertussis. Para
ello primeramente trabajamos en la puesta a punto de las condiciones experimentales
gue nos permitan evidenciar clara y oportunamente el fendmeno StIR. Como hemos
mencionado los experimentos que nos permitieron identificar la presencia de StIR y los
que describiré en esta seccién de este trabajo de Tesis se realizaron empleando el
modelo de infeccidn en ratones. Antes de avanzar especificamente en la metodologia y
los resultados de estos experimentos, nos parece oportuno hacer una breve resefa

sobre el modelo animal de infeccidén de B. pertussis utilizado.

Aunqgue el hombre es el Unico huésped natural de B. pertussis, se ha realizado
una busqueda intensa de un modelo animal que permita reproducir la enfermedad. Asi
se ha trabajado en conejos, cerdos, perros, monos, ratas y ratones [103]. De todos
ellos, el modelo murino ha sido y es el mas ampliamente empleado no sélo por la
simplicidad sino a que en este modelo se lograr visualizar caracteristicas de la infeccidon
de B. pertussis en humanos: alta susceptibilidad a la infeccidn en recién nacidos
respecto a los adultos, periodos similares de infeccién pulmonar y manifestaciones

clinica tales como hipoglucemia, leucocitosis y sensibilizacion a la histamina [58, 103].

46



MARIA EUGENIA ZURITA. TRABAJO DE TESIS DOCTORAL 2015

Mads aun, al igual que en el hombre la respuesta pato-fisioldgica en ratones depende

de la edad y de la dosis de B. pertussis utilizada en la infeccion [5, 6, 10, 104].

Dada todas estas caracteristicas y la experiencia de nuestro laboratorio, para este
trabajo de Tesis hemos decidido emplear el modelo de infeccion intranasal en ratones

[58]. A continuacidén se describen los resultados alcanzados.

RESULTADOS
Ensayo dosis-respuesta

Para avanzar en la caracterizacion del fendmeno StIR en B. pertussis
primeramente decidimos buscar las condiciones mas adecuadas para su estudio. Para
ello y teniendo en cuenta los resultados previos decidimos trabajar con el LPS
purificado de B. pertussis como estimulo para el fendmeno StIR. El LPS utilizado fue
purificado a partir de cultivos liquidos de B. pertussis empleando metodologias ya

puestas a punto en el laboratorio.

En la figura 8 se muestra el perfil electroforético obtenido para una de las
preparaciones del LPS purificado. Como puede observarse en la Figura 8-B, el perfil
estd representado, como es esperado, por dos bandas que se denominan Ay B
respectivamente [105]. La banda denominada B, de mayor movilidad se corresponde a
la estructura que contiene al lipido A y a un nucleo sacaridico interno. La banda A de
menor movilidad corresponde a la estructura descripta para la banda B mds un
trisacdrido formado por N-acetil-N-metil-fucosamina (FucNAcMe), dcido 2,3-dideoxi-di-
N.acetilmanosaminurdnico (2,2-deNAcManA) y N-acetilglucosamina (GlaNAc) (Figura
8-A). B. pertussis a diferencia de otras bacterias Gram negativas no presenta antigeno

O [1, 106].

Para la cuantificacién del LPS se tomaron alicuotas las cuales fueron dializadas y

liofilizadas de forma de poder estimar la cantidad mediante medidas de peso seco.
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Figura 8. Panel A. Estructura LPS B. pertussis [1, 2]. Panel B. Perfil de LPS purificado a
partir de B. pertussis en SDS-PAGE 15% p/v. La visualizacion se realiz6 mediante la
técnica de tincion de plata empleando un sistema comercial (Bio-Rad) segin las
indicaciones del fabricante. En la figura estan indicadas las Bandas A y B caracteristicas
del LPS de B. pertussis.

A partir de las muestras de LPS caracterizadas y cuantificadas realizamos
entonces ensayos dosis respuesta para poder establecer la cantidad de LPS mas
adecuada para la caracterizacién del fendmeno StIR. Asi evaluamos 4 dosis diferentes
de LPS: 1 pg, 0,1 pg, 0,05 pg y 0,01 ug, las cuales fueron administradas por via
intranasal al momento de la infeccién con una suspensién bacteriana de B. pertussis en
dosis subletal (5x107 UFC de B. pertussis/40 ul). Como control positivo de una infeccion
efectiva de B. pertussis se utilizé un grupo de ratones (n=5) que fue tratado sdlo con la
suspensidn bacteriana en la misma concentracion antes indicada. La colonizacidn fue
evaluada a través del recuento del nimero de colonias de B. pertussis recuperadas de
los pulmones 24 h después de la infeccién. Los ensayos se repitieron en forma

independiente al menos 3 veces. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9.

Como puede observarse en la figura, la infeccién por B. pertussis en las
condiciones ensayadas fue exitosa ya que se recuperaron mas de 10° UFC de los
pulmones de los animales tratados solamente con la suspensidon bacteriana. También
se puede observar que no se recuperaron bacterias viables de los pulmones de los
animales que fueron tratados con 1 pug y 0,1 pg de LPS purificado. Por el contrario, la
administracion de una dosis 0,05 pg o menor no resulta efectiva en la eliminacién de B.

pertussis de los pulmones.
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Figura 9. Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de LPS en la
colonizacion de B. pertussis en ratones. Grupos de animales fueron tratados con
diferentes dosis de LPS (1 pg, 0,1 pg, 0,05 ug y 0,01 pg) al momento de la infeccion con
B. pertussis (5x107 UFC/40 ul). Se representa el logaritmo del recuento de colonias a
nivel de pulmodn a las 24 h para cada tratamiento. En la figura se indican con la misma
letra tratamientos sin diferencias significativas entre si, letras diferentes implican
tratamientos con diferencias significativas entre si (p<0,001). ND, no detectado.

Para confirmar que el fenédmeno observado se debid a la respuesta inducida por
el LPS en el huésped y no a la accion directa del LPS sobre las bacteria, realizamos
experimentos in vitro en los que incubamos a una suspensidon bacteriana de B.
pertussis equivalente a la utilizada para los ensayos in vivo (5x107 UFC/40 pl), junto a
diferentes dosis de LPS purificado. Las mezclas asi preparadas fueron incubadas a 372C
por 2 horas y sembradas en el medio sélido Bordet-Gengou suplementada con sangre
desfibrinada de carnero (10%v/v) para determinar el recuento de viables. Como
control empleamos una suspensidn bacteriana que no fue tratada con LPS. En todos
los casos pudimos detectar que el nUmero de bacterias viables luego de la incubacién
con y sin las distintas cantidades de LPS ensayadas no resulta significativamente

diferencial (p< 0,01) (resultado no mostrado).

En base a los resultados obtenidos que muestran que el fendmeno StIR lleva a la
eliminacion total de bacteria y se logra inducir en un rango de concentraciones de LPS
que va 0,1 a 1 ug y teniendo en cuenta que en ese mismo rango de dosis de LPS el
animal tratado no presenta ninguna alteracion clinica visible, elegimos como dosis de

trabajo para el LPS 1 pg.
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Evaluacidon de la cinética de induccion del fenémeno StIR para B.

pertussis por el lipopolisacarido

Habiendo determinado la cantidad de LPS a utilizar en los ensayos que
realizaremos para caracterizar el fenédmeno a nivel molecular, nos propusimos evaluar
el efecto que tiene la administracién del LPS a diferentes tiempos respecto de la
infeccién con B. pertussis (5x107 UFC/40 pl) sobre la colonizacidn pulmonar. Para este

fin, seguimos el siguiente esquema de experimentacion:

\ = Administracién de LPS

Tratamiento |

\ —— Infeccion con B. pertussis

Tratamiento [l Sacrificio y recuento de UFC

\ "~ recuperadas de pulmén

| | | | |

tinea de tiempo
I I I I I

Tratamiento [l

Tratamiento IV

-48h -24h Oh 24 h 48 h

Esquema. Cinética de administracion de LPS respecto de la infeccion con B. pertussis para
los diferentes tratamientos realizados.

Seglin hemos indicado en este esquema, a las 24 h posteriores a la ultima
inoculacion en cada tratamiento, se sacrificaron los ratones, se extrajeron los
pulmones y se realizaron recuentos de las bacterias (UFC) que se encontraban
colonizando los pulmones. Estos ensayos se repitieron al menos 3 veces. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 10. El recuento de las colonias muestra
que la accién del LPS perdura al menos 48 h, ya que cuanto este PAMP es administrado
48 h antes de la infeccién no se logra detectar la presencia de bacterias en los
pulmones de los ratones infectados. Mds aun, la respuesta que desencadena el LPS es
capaz de eliminar completamente a las bacterias que se encontraban en el pulmén al
menos 24 h antes de su inoculacidn. En la Figura también se observa que la
coadministracidn del LPS junto a la suspensidn bacteriana es suficiente para lograr la

eliminacidn de la bacteria del huésped.
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Todos estos resultados no sélo refuerzan la importancia de la sefalizacién
desencadenada a través TLR-4 en el curso de la infeccion por B. pertussis sino también

muestra que dicha sefalizacion es importante en estadios tempranos de la infeccion.

Teniendo en cuenta que el fendmeno StIR en B. pertussis es posible de ser
inducido por el LPS a distintos tiempos respecto de la infeccidén, elegimos como
condicién de trabajo para los siguientes ensayos la coadministracién del LPS con la
suspension bacteriana; por simplicidad y para minimizar la manipulacion de los

animales.
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Figura 10. Colonizacion de B. pertussis en pulmoén en animales tratados con LPS a
diferentes tiempos respecto de la infeccion. Los animales fueron tratados con LPS a las 48 h,
24 h previas, 24 h posterior o al mismo tiempo de la infeccién con una suspensién de B.
pertussis (5x107 UFC/40 pl) . A las 24 h del tltimo tratamiento para cada grupo se sacrificé los
animales y se realizé el recuento de UFC/pulmén. Como control se utilizd un grupo de
animales infectados con B. pertussis. Se grafica el logaritmo del recuento de colonias por
pulmon para cada tratamiento. Los resultados mostrados son representativos de una serie
de tres ensayos independientes. (*) Tratamientos con diferencias significativas respecto del
control. * p <0,001. ND, no detectado.
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En los ensayos previos hemos detectado que la eliminacion de B. pertussis del
huésped es evidente en estadios tempranos post tratamiento (24 h). Este resultado es

esperable ya se trataria de una respuesta exacerbada de la inmunidad innata.

Con el fin de evaluar si el fenédmeno StIR desencadenado por la coadministracion
intranasal del LPS (1ug) es factible de ser detectado a tiempos post tratamiento mas
cortos que 24 h, realizamos experimentos in vivo en los que evaluamos la colonizacién
de B. pertussis en pulmdn a las 2, 6 y 24 h posteriores del tratamiento. Evaluamos
también si es factible detectar el fendmeno 48 h después del tratamiento. Como
control se utilizaron grupos de animales tratados con B. pertussis sin el agregado de
LPS. En la Figura 11 se muestran los resultados obtenidos para los diferentes tiempos
analizados. Los animales que fueron tratados solo con la suspensién de B. pertussis,
como era esperable, presentaron un nivel de colonizacién alto. Para este tratamiento
el numero de bacterias viables recuperadas de los pulmones resultd ser el mas alto y

sin diferencias significativas entre los tiempos ensayados. Por el contrario, en los

8,0

Log (UFC/pulmén)

Bp Bp + LPS Bp Bp + LPS Bp Bp + LPS Bp Bp + LPS
2h 6h 24 h 48 h

Tiempo post-tratamiento

Figura 11. Cinética de colonizacion de B. pertussis en pulmén luego de la
coadministracion por via intranasal de una suspension de B. pertussis con 1ug de LPS.
Grupos de 4 animales fueron infectados con 5x107 UFC de B. pertussis en presencia de
1ug de LPS y sacrificados a las 2, 6, 24 y 48 h. En la figura el nUmero de bacterias
recuperadas de los pulmones se expresa como logaritmo UFC/pulmén * desviacién
estandar. Como control se utilizaron animales tratados Unicamente con la suspension
bacteriana. (*) p < 0,001 respecto del control. ND, no detectado.
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animales tratados con LPS al momento del desafio con B. pertussis no se detectaron
bacterias viables en ninguno de los tiempos analizados. Estos ensayos han puesto asi
en evidencia que el fendmeno StIR en B. pertussis es factible de observarse a tiempos

tan tempranos como 2 h post tratamiento.

DISCUSION

A lo largo de este capitulo hemos seleccionado las condiciones experimentales
gue permiten evidenciar de forma clara y simple el efecto inmunoestimulatorio
inducido por el LPS al ser administrado por via intranasal. Como hemos mencionado, la
estimulacion provocada por el LPS es desencadenante del fendmeno de StIR que fue
descripto por primera vez para B. pertussis por nuestro grupo de trabajo. Aunque
nuestro laboratorio habia evidenciado que todos los agonistas son capaces de inducir
la respuesta innata de la mucosa respiratoria, sélo el LPS induce la eliminacién
completa de B. pertussis del huésped [17]. Este hallazgo estd en concordancia con los
resultados publicados por nosotros y por otros autores que sefialan la relevancia
funcional del receptor TLR-4 para el reconocimiento de la presencia de B. pertussis y la
induccion de una respuesta inmune que permita el control de la infeccidn. El hecho
gue otros agonistas de la inmunidad innata de la mucosa respiratoria no sean capaces
de mediar el fendmeno StIR observado nos resulta interesante porque evidencia una
vez mas el hecho de que cada mecanismo innato tiene un impacto diferencial sobre
distintos patdgenos haciendo que el huésped requiera de la ejecucidon de respuestas
particulares y especificas de la inmunidad innata para promover el control temprano
de distintos agentes microbianos. Asi por ejemplo la estimulacion de la respuesta
innata en la mucosa respiratoria mediante el empleo de Poli: IC parece no impactar en
la infeccién provocada por B. pertussis ni por ningun otro patégeno bacteriano pero si

pareciera ser benéfica para el control de infecciones virales [107].

La identificacion del fendmeno StIR en B. pertussis abre una puerta de
investigacion interesante para el discernimiento de los mecanismos responsables del
control bacteriano. Esto a su vez podria tener un potencial impacto en el desarrollo de

nuevas vacunas que resulten mas efectivas frente a este patégeno. Con el objetivo de
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avanzar en esta linea nos planteamos primeramente seleccionar las condiciones
experimentales para evidenciar mas clara, sencilla y oportunamente al fenémeno StiR.
Mediante los ensayos aqui presentados pudimos establecer que la respuesta
desencadenada frente a la estimulacién con LPS tiene un comportamiento
dependiente de la dosis, encontrando que el LPS en cantidades iguales o mayores a 0,1
ug resultan suficientes para abrogar completamente la colonizacién de B. pertussis a

nivel pulmonar.

Los ensayos in vivo que aqui presentamos permitieron establecer también que la
estimulacion del LPS via TLR4 resulta efectiva en la eliminacidn de la bacteria no sélo
cuando este agonista es administrado junto a la suspension bacteriana sino también
cuando el mismo es administrado 24 h e incluso 48 h antes de la infeccion. Mas aun la
respuesta que induce el LPS es suficiente como para eliminar la colonizaciéon de
bacterias ya establecidas en los pulmones. Estos resultados muestran la robustez y la

durabilidad de la estimulacidn de la respuesta inmune que induce el LPS.

Pudimos detectar también que el efecto de eliminacién bacteriana puede
desencadenarse a pocas horas del tratamiento con el LPS evidenciando la rapidez del
fendmeno StIR. Cabe pensar entonces que en este fendémeno participan poblaciones
celulares tales como las células epiteliales o los macrdéfagos y mecanismos que estarian
presentes desde el inicio de la infeccion. En cuanto a las células del epitelio
respiratorio, no existen hasta ahora evidencias sobre la contribucién de las mismas en
el control de la infeccién por B. pertussis. Esto si ha sido observado para otras
infecciones respiratorias, como la de P. aureginosa, K. pneumoniae e incluso la del
virus de influenza [78]. Tampoco existe informacién sobre la accién de actores
moleculares derivados del epitelio como las defensinas, las catelicidinas, la lipocalina,
produccion de radicales libres del oxigeno u otras [108], respecto de su accidn
microbicida sobre B. pertussis. Sobre estos aspectos hemos trabajado y los resultados

alcanzados seran presentados en los préximos capitulos de este trabajo de Tesis.

En resumen, el trabajo presentado en este capitulo muestra que Ia
administracion de 1 pg de LPS al momento de la infeccidon por B. pertussis, facilita la
resistencia de la mucosa respiratoria a este patégeno en estadios muy tempranos de la

infeccion.
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RESULTADOS

Caracterizacion in vivo del fenomeno StiR en el
marco de la infeccion por Bordetella pertussis

¢La respuesta
desencadenada por el
LPS ocurre a lo largo de
todo el tracto respiratorio?
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INTRODUCCION

La mucosa respiratoria es una superficie del cuerpo que estda muy expuesta al
ambiente externo siendo el volumen de aire inhalado diariamente del orden de los
miles de litros. El sistema inmunoldgico local debe lidiar asi con particulas
potencialmente nocivas y microorganismos patdgenos los cuales debe controlar para
poder desarrollar la principal funcidon que es la relacionada al intercambio de gases en
la superficie alveolar [109]. En este contexto la funcionalidad de la inmunidad innata
sobre todo mediada por los receptores de reconocimiento de patrones moleculares
(PRR) resulta esencial. Dentro de estos receptores se encuentran los receptores tipo
Toll (TLRs) los cuales han demostrado jugar un rol importante en la proteccion contra

una amplia variedad de patégenos incluyendo virus, hongos y bacterias [110-115].

Para comprender la accidn de agonistas TLR como el LPS aqui utilizado es preciso
recordar que a lo largo de la mucosa respiratoria se encuentran poblaciones celulares
como las células epiteliales de las vias de conduccién aérea y los macrofagos alveolares
dispuestas estratégicamente para detectar la presencia microbiana a través de sus
receptores de reconocimiento de patrones moleculares. Estas poblaciones se activan
frente a los agonistas y expresan mediadores de forma de poner en marcha distintos
mecanismos microbicidas [116, 117]. Si bien se ha avanzado considerablemente en
identificar cuales agonistas son esenciales para afectar determinadas infecciones, aln
no se conoce acabadamente cdmo es la expresién y funcionalidad de receptores TLR a
lo largo del tracto respiratorio. Algunas evidencias parecen indicar que existen
diferencias en la expresién y funcionalidad de receptores de reconocimiento

microbiano en distintas regiones del tracto respiratorio [118].

En este contexto decidimos evaluar la respuesta que desencadena el inductor del
fendmeno StIR a los largo del tracto respiratorio. Los ensayos que se presentan en este
capitulo refieren a la administracion intranasal de LPS (1 pug) y su comparacion con el
proceso infectivo de B. pertussis en el modelo murino. Como parte de estos estudios
se analizaron las respuestas inducidas en las narinas, traquea y a nivel del pulmodn.
Respecto de este ultimo no sélo evaluamos la respuesta pulmonar global si no también

la repuesta en poblaciones celulares alli presentes.
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RESULTADOS
Analisis del perfil de expresion de citoquinas y quimoquinas a nivel

del arbol respiratorio

Para evaluar como responde la mucosa respiratoria a la activacién local via TLR-4
administramos a un grupo de ratones Balb/c 1ug de LPS por via intranasal. Con
propositos comparativos incluimos también un grupo de ratones tratados con una
suspension bacteriana de B. pertussis (5x10’UFC). Transcurridas 2 horas luego del
tratamiento se colectaron muestras correspondientes a narinas y vias de conduccién

distales, traquea y pulmdn para su estudio diferencial.

Primeramente evaluamos la activacidn transcripcional de un panel de citoquinas
y quimoquinas que son comunmente expresadas por las células de la mucosa
respiratoria: IL-6, IL-1B3 y CXCL2. Como control se emplearon animales sin tratamiento
cuya respuesta fue empleada para el calculo de los niveles de expresién relativa. Los
resultados obtenidos para cada una de las tres regiones anatdmicas analizadas se
presentan en la Figura 12. Como puede observarse en el Panel A de la Figura 12 el
tratamiento de los ratones con el LPS en las condiciones ensayadas induce Unicamente
la expresién de IL-6 en las narinas y vias de conduccién distales, siendo alrededor de
100 veces mayor que la condicion control; mientras que a nivel de la traquea los
efectos del LPS son muchos mas moderados encontrando incrementos de alrededor de
25 veces para IL-6 y 20 veces IL-1B respecto de la condicion basal. Por el contrario, a
nivel de pulmdén se pudo evidenciar en los animales tratados con LPS un incremento
relativo en la expresion de IL-6 y de CXCL2 de aproximadamente 80 y 300 veces

respectivamente respecto de la condicidén control (sin tratamiento).

En el escenario de infeccion por B. pertussis, encontramos que a nivel de las
narinas y vias de conduccion distales se ve estimulada la expresion de IL-6 en
aproximadamente 450 veces respecto de la condicidn control, mientras que los niveles

de IL-1B y CXCL2 se mantienen sin diferencias significativas (Figura 12, Panel B).
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Figura 12. Niveles de expresiéon de IL-6, IL-13 y CXCL2 en narinas y vias de conduccion distales,
traquea y pulmon. Se realizé la extraccion de ARN y se determind por gPCR la expresidon
relativa de las citoquinas de interés. Las gréficas muestran el incremento relativo + SEM para
cada condicién respecto del control (animales sin tratamiento) a las 2h del tratamiento en cada
tejido. Panel A: animales tratados con LPS (1ug). Panel B: animales infectados con B. pertussis
(5x107 UFC). (*) p<0,01 respecto del control.

En traquea, la infeccidn presenta un comportamiento similar al observado en
respuesta al tratamiento con el LPS, presentando incrementos relativos en la expresidon
de IL-6 e IL-1B de aproximadamente de 25y 17 veces respectivamente. Por su parte, la

respuesta pulmonar frente a la infeccién por B. pertussis se ve caracterizada por un
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incremento de los niveles de IL-6 en alrededor de 120 veces respecto del control

mientras que para CXCL2 el incremento resultd ser de alrededor de 450 veces.

Los analisis realizados sobre la respuesta inmune frente al tratamiento con LPS a
nivel de las distintas regiones del arbol respiratorio han puesto de manifiesto que las
vias aéreas superiores resultan poco respondedoras al estimulo administrado en las
condiciones ensayadas. Por el contrario, a nivel pulmonar la respuesta inmune
evaluada respecto tanto a los niveles de IL-6 como de la quimoquina CXCL2 fue

significativamente mayor a las halladas en otras regiones del tracto respiratorio.

Habiendo encontrado diferencias regionales en la respuesta y siendo el pulmén
un érgano con gran capacidad de estimulaciéon decidimos analizar cémo variaba la
respuesta inducida por el LPS en distintos componentes estructurales del pulmodn:
bronquios, bronquiolos y parénquima. Para este fin realizamos ensayos in vivo en los
gue se trataron grupos de 4 animales con 1 ug de LPS o con una suspension de B.

pertussis (5x10’UFC). Luego de transcurridas 2 h del tratamiento se colectaron

®
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Figura 13. Obtencion de fracciones celulares por microscopia de diseccion laser
(MDL). (A) Esquema de diseccidn y recolecciéon de muestra. Como se indica en el
esquema se hace incidir el laser sobre el preparado histoldgico siguiendo un
recorrido determinado por el usuario. El corte tisular obtenido es recogido en la
tapa de un microtubo ubicado por debajo del preparado en un soporte ad-hoc.
(B) Se indican las zonas del pulmoén escogidas para la microdiseccién laser: (1)
bronquiolos, (2) parénquima pulmonar vy (3) epitelio bronquial.
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muestras de pulmén las cuales fueron conservadas en alcohol viscoso (OCT) a -80 eC
para posteriormente realizar cortes histolégicos por medio de un criétomo. Los cortes
fueron sometidos luego a una microdiseccion laser (Figura 13 Panel A) con el fin de
obtener material correspondiente a las siguientes estructuras pulmonares: vias aéreas
grandes o bronquios, vias aéreas pequefias o bronquiolos y parénquima pulmonar
(Figura 13 Panel B). De cada muestra extrajimos ARN para evaluar mediante ensayos
de gPCR los niveles de expresidn de las citoquinas y quimoquinas IL-6, IL-1B y CXCL2.
Los resultados obtenidos a las 2h post-tratamiento se presentan en la Figura 14 como
incrementos relativos respecto a los niveles hallados en el material extraido a partir de
los animales no tratados con el agonista (animales control). Con fines comparativos
realizamos también determinaciones cuantitativas en muestras provenientes de

animales infectados con B. pertussis.

Los resultados presentados en la Figura 14 muestran que a nivel de bronquios y
bronquiolos los dos tratamientos evaluados son capaces de inducir de forma
moderada la expresion de IL-6 e IL-1B. A nivel bronquiolos encontramos incrementos
en IL-6 de 24 y 17 veces y en IL-1B de 20 y 17 veces en respuesta a la infeccion y el LPS,
respectivamente; mientras que los mismos tratamientos a nivel de bronquios
produjeron incrementos de 24 y 16 veces para IL-6 y de 36 y 27 veces para IL-1B. En
ambas zonas la expresiéon de CXCL2 no mostré diferencias respecto de la condiciéon

control.

En el parénquima pulmonar pudimos evidenciar un mayor nivel de respuesta en
comparacion a bronquios y bronquiolos, con incrementos en los niveles de expresion
de IL-6 respecto del control sin tratar de 175 veces para la infeccidn por B. pertussis, y
de 400 veces para el tratamiento con LPS. Por el contrario, no pudimos detectar en
ningun caso niveles diferenciales de expresion de la interleuquina-1 ni de la

quimoquina CXCL2.
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Figura 14. Perfil de expresion de IL-6, IL-1B y CXCL2 en bronquios, bronquiolos y parénquima
pulmonar en respuesta al tratamiento con LPS o B. pertussis. Mediante MDL se obtuvieron
muestras correspondientes las tres para evaluar mediante ensayos de qPCR la expresion relativa
de las citoquinas y quimoquinas: IL-6, IL-1B y CXCL2. Las graficas muestran el incremento relativo
+ SEM para cada condicidon respecto del control a las 2h de cada tratamiento. Los tratamientos
consistieron en la administracién intranasal de 1pg de LPS o 5x10” UFC de B. pertussis. Como
control se empled un grupo de ratones sin tratamiento. Panel A: Niveles de expresion para
muestras de bronquiolo. Panel B: Niveles de expresidon para muestras de bronquio. Panel C:
Niveles de expresidon para muestras de parénquima pulmonar. (*) p<0,01 vs control
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Analisis de las poblaciones celulares que intervienen en la respuesta

inmune inducida por el LPS

Con el objetivo de profundizar la caracterizacidon de la respuesta desencadenada
por la administracion de lipopolisacarido decidimos analizar que poblaciones se
encontraban presentes a nivel del espacio alveolar luego de la estimulacién con este
agonista. Para este fin grupos de 4 animales fueron tratados con 1 ug de LPS y a
distintos tiempos post tratamiento (2, 6 y 24 h) se colectaron muestras de lavado
bronco alveolar (BAL) con PBS estéril. Se incluyeron también dos grupos mas de
animales: uno tratado con una suspensién de B. pertussis (5x10’UFC), de forma de
poder evaluar a las poblaciones celulares intervinientes en el marco de la infeccion, y
uno sin tratamiento como control de expresion basal. Las muestras de BAL colectadas
para todos los tratamientos en todos los tiempos evaluados se procesaron para ser
analizadas por citometria de flujo. La poblacién de los macréfagos alveolares (MA) fue
identificada con los marcadores CD11c* CD11b  Ly6G™ GR1 y la de los neutrdfilos con
CD11c CD11b* Ly6G* GR1*.

En la Figura 15 se muestra a modo de ejemplo, los dot-plot de tamafio y
granularidad (FSC vs SSC) y la identificacidon de las poblaciones leucocitarias para los

BAL colectados a las 24 h correspondientes a un animal tratado con LPS y uno control.

Sin tratamiento LPS

Figura 15. Andlisis de
poblaciones celulares de BAL
mediante citometria de flujo.
Se muestran los dot-plot
obtenidos a las 24 h para un
: animal sin tratamiento y un
. animal tratado con LPS. Los
macrofagos alveolares (MA)
se definieron por medio de
los marcadores CD11c?
CD11b" Ly6G" GR1 vy los
neutrofilos (PMN) como
CD11lc CD11b* Ly6G* GR1".
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Del procesamiento conjunto de los datos colectados en la citometria de flujo se
construyeron graficas que dan cuenta del porcentaje de macréfagos alveolares y de
neutréfilos a nivel de pulmon para los diferentes tratamientos y tiempos analizados.
Los porcentajes de cada una de las poblaciones antes mencionadas fueron referidos al
total de células colectadas en el lavado broncoalveolar (Figura 16). En el panel A de la
figura 16 se presentan las graficas de las poblaciones celulares detectadas en los

animales tratados con LPS.
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Figura 16. Poblaciones celulares presentes en lavado broncoalveolar de animales tratados
con LPS o B. pertussis. Grupos de animales fueron tratados con 1pg de LPS o con 5x107 UFC
de B. pertussis y sacrificados para obtencidn del BAL con PBS estéril. Los BAL fueron
colectados a las 2, 6 y 24 h post-tratamiento y analizados mediante citometria de flujo. Los
resultados se presentan como porcentaje respecto al total de células obtenidas. Los
macrdéfagos alveolares fueron definidos por los marcadores CD11c* CD11b™ Ly6G™ GR1 y los
neutrdfilos como CD11c CD11b* Ly6G* GR1*. (A) Porcentajes de neutrofilos y macréfagos en
BAL de animales tratados con LPS, (B) Porcentaje de neutréfilos y macrdofagos en BAL de
animales infectados con B. pertussis. Como control se utilizé un grupo de animales sin
tratamiento.
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Este analisis nos permitié detectar que en el BAL de los animales naive tal como
es referido en la literatura, la poblacion mayoritaria son los macrofagos alveolares,
(CD11c* CD11b" Ly6G Ly6C) siendo minimo el porcentaje de PMN. Estas células
representan mas del 60% de las células encontradas en el lavado broncoalveolar. En
los animales estimulados con LPS por su parte, se detectd un reclutamiento marcado
de neutréfilos (CD11c CD11b* Ly6G* Ly6C*) a la cavidad alveolar con el consecuente
descenso del porcentaje de macréfagos alveolares. Este fendmeno se hace evidente ya
a las dos horas del tratamiento (67,31% macréfagos, 31,22% neutrdfilos) y continua
aumentando hasta las 24 h donde nos encontramos a la poblacién de neutréfilos como

la mayoritaria (13,17% macréfagos, 70,50% neutrofilos).

Los resultados obtenidos en respuesta a la infeccién por B. pertussis muestran un
comportamiento similar a lo observado para el LPS, con un reclutamiento de la
poblacidén neutrofilica evidente a las 2 h posteriores a la infeccién (mas del 12%) con
un incremento sustancial de la misma a las 24 h (80% de las poblaciones celulares
detectadas en el BAL). La poblacién de macréfagos a las 2 h post infeccidén representa
mas del 60% de las poblaciones celulares detectadas en el BAL obtenido de los ratones
infectados. Este porcentaje es similar al hallado en los animales empleado como
control. La proporcidn de macréfagos luego decrece como consecuencia del aumento
de la poblacién neutrofilica llegando a representar solo un 7% de la poblacién total del

BAL a las 24 h post infeccion.

Analisis del perfil inflamatorio pulmonar como consecuencia del

tratamiento con LPS

Con el fin de evaluar la respuesta inflamatoria como consecuencia del
tratamiento con el lipopolisacarido administrado intranasalmente en ratones,
realizamos un analisis histopatoldgico de cortes de pulmdn. Con fines comparativos
realizamos también experimentos en los que empleamos como tratamiento una
suspension de B. pertussis (5x10’UFC) en lugar del LPS. Como control de no
inflamacién empleamos un grupo de ratones no tratados. Las muestras obtenidas en

todos los casos se conservaron en formol al 4% y en heladera hasta el momento de su
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uso. Al momento del procesamiento los pulmones se embebieron en parafina y se
realizaron cortes transversales del tejido los cuales fueron tefiidos con hematoxilina-
eosina. En la Figura 17 se presentan las imagenes obtenidas por microscopia éptica.
Como puede observarse en el panel A de la Figura 17, los animales sin tratamiento
(animales control) presentan un parénquima pulmonar conservado con alvéolos
uniformes y expandidos, sin evidencias de infiltrados leucocitarios. Para el caso de los
animales desafiados con B. pertussis encontramos indicios de infiltrado perivascular

con engrosamiento del septo alveolar, pero con la estructura de los alvéolos
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Figura 17. Histopatologia de pulmones tratados con B. pertussis o LPS. Grupos de 4
animales fueron tratados con 1 pg LPS o 5x10’UFC de B. pertussis. Luego de 2h se
removieron los pulmones y se conservaron en formol. Posteriormente se embebieron en
parafina. Se realizaron cortes transversales que se tifieron con Hematoxilina-Eosina y se
analizaron por microscopia 6ptica. Como control se utilizaron animales sin tratamiento. (A)
Las Imagenes corresponden a cortes de pulmoén de animales sin tratamiento. (B) Las
Imagenes corresponden a cortes de pulmdn de animales infectados con B. pertussis. (C) Las
Imagenes corresponden a cortes de pulmén de animales tratados con LPS
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conservada (Figura 17-B). Por ultimo, al analizar las imagenes obtenidas a partir de los
animales tratados con LPS encontramos abundante infiltrado leucocitario,

engrosamiento de los septos alveolares y disrupcion alveolar (Figura 17-C).

DISCUSION

La respuesta del huésped a la administracién intranasal de un agonista que
acciona sobre receptores TLR ha sido ampliamente documentada [119]. Asi, se ha
podido describir que en la respuesta a la administracién intranasal al LPS tienen una
importante contribucion las células estructurales [120], aunque también los
macroéfagos alveolares responden a la presencia de este agonista [121]. Si bien se ha
avanzado en la identificacidon de los distintos tipos de células sensibles a los agonistas
TLR a lo largo de las vias respiratorias, falta todavia un conocimiento mas acabado
respecto de cdmo es la respuesta in vivo en los diferentes compartimentos anatémicos
del tracto respiratorio. En nuestro estudio hemos empleado al agonista LPS para
avanzar en estos aspectos ya que desencadena una respuesta por medio de la cual B.
pertussis logra ser eliminada del huésped. Para analizar la respuesta innata inducida a
través de la activacion del LPS en narinas y vias de conduccion distales, traquea y
pulmones seleccionamos un panel de citoquinas y quimoquinas que han sido descripto
como inducibles por agonistas [122]. Si bien el numero de marcadores es limitado, nos
ha permitido realizar una caracterizacidon regional de la respuesta evaluada a nivel
transcripcional mediante ensayos de qPCR. Estos ensayos permitieron evidenciar que
el tratamiento con el LPS en las condiciones ensayadas es capaz de inducir levemente
la expresion de las citoquinas analizadas tanto a nivel de narinas y vias de conduccién
distales como de traquea. Por el contrario, a nivel de pulmdn se pudo evidenciar que el
tratamiento con el LPS es capaz de provocar una respuesta mayor con incrementos
relativos en la expresion de IL-6 y de CXCL2 de aproximadamente 80 y 300 veces
respectivamente respecto de la condicidn control. Si bien la magnitud de la respuesta
en algunos casos es diferente, estos resultados coinciden en forma general con otros
resultados obtenidos por nuestro grupo referidos a la caracterizacion de la topologia
de respuesta innata frente a la activacién por distintos agonistas TLR, entre ellos LPS

de E. coli [118].
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Por otra parte la infeccidn por B. pertussis conduce a una mayor induccién de la
expresion de IL-6 en las narinas y en pulmdn mientras que en traquea las respuestas
son muchos mas leves. Esta caracterizacién parcial de la respuesta diferencial a la
infeccidon por B. pertussis en distintos sitios de la via respiratoria no ha sido reportada
previamente. La mayoria de los trabajos se han enfocado en el estudio de la respuesta
a nivel pulmonar [123, 124]. En nuestro caso, en pulmén también se pudo detectar
gue los niveles de CXCL2 se incrementan en mas de 450 veces. Estos resultados
diferenciales nos marcarian que al menos en el escenario de la infeccién los agonistas y
moduladores de las respuestas son diferentes y mas complejos que los inducidos por
un Unico agonista como es el LPS. Mas aln la sensibilidad a dichos agonistas parece no

ser homogéneo a lo largo del arbol respiratorio.

Es de destacar que mas alld de las diferencias detectadas entre la respuesta
inducida por infeccion y la correspondiente al tratamiento con el LPS, ambos
tratamientos tienen en comun una mayor induccion de la respuesta a nivel de pulmdn
en comparacion con lo observado a nivel de narinas y traquea. Gracias a metodologias
qgue incluyen el empleo de la microscopia de diseccién laser hemos podido detectar
que la mayor estimulacion en los marcadores evaluados estaria confinada

fundamentalmente en el parénquima pulmonar.

Por otra parte y mediante citometria de flujo evidenciamos que la mayor
capacidad de respuesta estd caracterizada también por el reclutamiento de
neutroéfilos. Tanto en la infeccidn como a consecuencia del tratamiento intranasal con
el LPS es posible detectar a tiempos muy tempranos la presencia de neutrdfilos. Esta
poblacién se hace prevalente ya a las 24 h post tratamiento. La acumulacion de
neutréfilos en los pulmones es uno de los sellos distintivos de una respuesta
inflamatoria aguda, detectada aqui incluso a través de cortes histoldgicos. Los
mecanismos por los cuales los PMN son reclutados en el pulmén en respuesta a
estimulos inflamatorios no son claros, pero parece ser dependiente de la liberacién y la
activacion de ciertas citoquinas y quimoquinas[125]. En el caso de la infeccién por B.
pertussis, como ya hemos demostrado anteriormente, en nuestro laboratorio podria
representar un mecanismo de contencidn temprana de B. pertussis. Ensayos de

deplecion de neutroéfilos realizados por otros profesionales de nuestro equipo de
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trabajo permitieron confirmar la importancia de estas células en la eliminacién de B.
pertussis en los estadios iniciales de la infeccién [123] de manera analoga a lo
encontrado en otras infecciones respiratorias de origen bacteriano [126]. Estos
resultados junto al hecho que el LPS induce el reclutamiento de esta poblacién nos
hace pensar que este mecanismo podria participar en la eliminacién de B. pertussis en
el escenario StIR detectado por nosotros. Este es uno de los aspectos que analizaremos

en los siguientes capitulos de este trabajo de Tesis.
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INTRODUCCION

En los capitulos anteriores, en ensayos in vivo utilizando el modelo murino,
hemos podido detectar que en estadios tempranos post tratamiento por via intranasal
con LPS se observa reclutamiento de neutroéfilos. Este hallazgo, aunque esperado, nos
parecié por demas interesante ya que esta poblacién ha sido reportada con un rol
importante en la eliminacién de varios patdgenos respiratorios [127], incluyendo
Pseudomonas aureginosa [128], Legionella pneumophila [129], Klebsiella pneumoniae
[130], y también B. pertussis [131, 132]. Asi, por ejemplo, en un estudio realizado por
Tsai y colaboradores [128] se obtuvieron resultados que daban cuenta que la
inhibicién del reclutamiento de neutroéfilos provocado por la infeccién pulmonar por P.
aureginosa en ratones resultaba en un aumento de la carga bacteriana y en una
disminucién de la tasa de supervivencia de los ratones infectados. Por su parte Ye y
colaboradores [130] obtuvieron resultados que sugieren que la induccion del
reclutamiento de neutréfilos a través de una respuesta Thl7 es esencial para la
proteccion contra la infeccidn causada por K. pneumoniae. Mas aun, se ha demostrado
gue los neutréfilos serian esenciales en la eliminacion Haemophilus influenzae [133].

Para el caso de B. pertussis, primariamente se habia descripto que los neutrdfilos
tenian un rol en la infeccidn y que la toxina pertussis tenia la capacidad de modular la
respuesta inmune innata retrasando el reclutamiento temprano (dia 1 a 2) de
neutréfilos en respuesta a la infeccién [132, 134]. Nuevos estudios permitieron
detectar que los neutrdéfilos desempefian un papel importante en ratones inmunes
probablemente debido a la presencia de anticuerpos opsonizantes que mejoran la
fagocitosis [131]. Si bien todavia restan realizar mas investigaciones para esclarecer el
rol de esta poblacién celular en el marco de la infeccién y de la proteccién contra
pertussis, todos los antecedentes mencionados mas arriba nos guian hacia la
experimentaciéon dirigida a analizar el rol de los neutréfilos en el escenario StIR. Los
resultados que hemos alcanzado sobre este aspecto serdn presentados en esta seccién
de mi trabajo de Tesis. También presentaremos los resultados obtenidos al evaluar el
rol en la eliminacion de B. pertussis de las especies reactivas del oxigeno y del
nitrogeno. La observacidon de la eliminacion temprana de B. pertussis por LPS en los
ensayos anteriores nos llevd a pensar que la misma podria ser consecuencia de
mecanismos efectores rapidos como los ejercidos por moléculas ya presentes en el
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tracto respiratorio. A nivel de las mucosas, la familia de proteinas Nox/Duox
representa una fuente de produccion controlada de dos especies reactivas del oxigeno
(ROS): superdxido y perdxido de hidrégeno. Las especies reactivas del oxigeno
comprenden un grupo de iones quimicamente reactivos, radicales y moléculas
derivadas del oxigeno. La generacion de ROS en los compartimentos intracelulares
como el fagosoma por acciéon de la NADPH oxidasa tienen como objetivo inactivar
microorganismos fagocitados [135]. Las oxidasas duales (DUOX) se ubican en la
membrana apical de epitelios mucosales, jugando un rol clave en la respuesta
antimicrobiana [97]. La accidén conjunta de estas oxidasas, junto con la peroxidasa
secretada al compartimento luminal generan especies altamente reactivas como los
radicales CIO" y SCNO" a partir de Cl-, SCN- y perdxido de hidrogeno. Se ha demostrado

el rol antimicrobiano de estas especies en vias respiratorias [136].

Otros posibles actores en la inmunidad de mucosas que también hemos
evaluado son las especies reactivas del nitrégeno (RNS), las cuales son producidas por
la Oxido Nitrico Sintasa 2 (NOS2) [137, 138]. Diversos patégenos desde bacterias hasta
hongos, protozoos y helmintos han mostrado susceptibilidad a los efectos citotdxicos y
citocidas de las RNS. En particular, se ha demostrado la susceptibilidad de

Mycobacterium tuberculosis a los RNS producidos por los macréfagos activados via

INF-Y y TNF-a o por tratamiento con LPS de Escherichia coli [139, 140].

RESULTADOS

Rol de los neutréfilos en el escenario StIR para B. pertussis

En los ensayos antes descriptos observamos que después del tratamiento con
LPS administrado por via intranasal no se detectan cambios significativos en la
poblacién de los macréfagos alveolares pero si en los neutréfilos, caracterizados por la
expresion de marcadores CD11c CD11b* Ly6G* Grl*. El reclutamiento en las vias
respiratorias de los neutrdfilos se detectd ya a las 2 h post tratamiento. Debido a que
la infiltracidon de neutrdfilos podria ser esencial para la accion del LPS sobre la
eliminacidon de B. pertussis decidimos analizar el impacto de la depleciéon de esta

poblacién celular por el tratamiento con anti-Grl. El anticuerpo anti-Grl depleta los

74



MARIA EUGENIA ZURITA. TRABAJO DE TESIS DOCTORAL 2015

neutréfilos Ly6G* asi como también los monocitos pro-inflamatorios. Para este estudio

empleamos asi dos grupos de 4 animales los cuales fueron inyectados
intraperitonealmente con el anticuerpo anti-GR1 para inducir la deplecidon de la
poblacién de neutrodfilos. A las 24h post tratamiento con el anticuerpo los animales
fueron infectados con una suspensién de B. pertussis (5x107 UFC) en presencia y
ausencia de 1 pg de LPS. Veinticuatro horas después analizamos la colonizacion
pulmonar de B. pertussis mediante el recuento en placa de las unidades formadoras de
colonia recuperadas de los pulmones. Como control se utilizaron dos grupos de
ratones naive sin deplecion que fueron tratados con una suspensién de B. pertussis
con y sin coadministracién de LPS (1 pg).

En la Figura 18 se muestran los resultados obtenidos del control de deplecidon

medido en una suspension de esplenocitos. En dicha Figura presentamos los
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histogramas obtenidos para los animales tratados y no tratados con el anticuerpo anti-
GR1. El grupo control recibid un tratamiento con el vehiculo usado en la suspensién del
anticuerpo. Resultados previos del grupo validaron la capacidad depletante de este

anticuerpo en forma comparativa con un anticuerpo monoclonal no relacionado [123].
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En la Figura 18 se presentan los resultados correspondientes al grupo de animales

naive y los correspondientes a los animales tratados con LPS.

Los datos obtenidos permitieron confirmar que los animales que no fueron
tratados con el antisuero anti-Grl presentan dos picos, uno correspondiente a la
poblacién neutrofilica (GR1 positivo, ubicado a la derecha de la Figura 18). Por el
contrario en los animales tratados con el antisuero no presentan el pico
correspondiente a los neutréfilos (células GR1*). Todos estos resultados confirman la

efectiva accion del AcMo anti Grl en la deplecién de la poblacién de neutrdfilos.

Habiendo verificado la efectividad de la deplecién, procedimos luego a la
evaluacién del efecto de la deplecidon de neutréfilos sobre la colonizacion de B.
pertussis. Los resultados sobre los recuentos de las colonias recuperadas de los
pulmones se graficaron en la Figura 19 como logaritmo del recuento de colonias de B.
pertussis en funcion de los diferentes tratamientos. En toda la presente serie de

experimentos de desafio con B. pertussis, se realizé el control de deplecién sobre
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50 -
Tratado con (Bp + LPS)

40 |
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Figura 19. Rol de los neutrdfilos en el clearance de B. pertussis en el marco del
StIR. Se procedidé a la deplecion de la poblacién de neutrdfilos mediante la
administracion intraperitoneal de anticuerpos anti GR-1 24 h previas a la
infeccidn con 5x107 UFC de B. pertussis, con o sin coadministracion de 1 ug LPS.
La grafica representa el logaritmo del recuento bacteriano en pulmén a las 24 h
de la infeccidén. (*) p < 0,001 vs tratado con Bp.
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esplenocitos de bazo. En la Figura 19 se puede observar que para los animales
infectados con B. pertussis encontramos que la colonizacion ocurre exitosamente
tanto en ausencia de la poblacidon de neutréfilos como en presencia de la misma,
presentado niveles de colonizacidén comparables para ambos grupos. Por su parte, para
los animales naive que recibieron el tratamiento con LPS al momento de la infeccidn,
como era esperable no se detectaron bacterias viables en pulmén a las 24h de la
infeccion. Sorprendentemente, encontramos que la deplecion de las células Grl* no
afectd la accién del LPS respecto a la eliminacién de B. pertussis. Estos resultados
ponen asi de manifiesto que la estimulacién de la via TLR-4 evita la infeccién por B.
pertussis a nivel de pulmdn por un mecanismo independiente de la presencia de

neutrofilos.

Evaluacion del rol las especies reactivas del oxigeno (ROS) en la

eliminacion de B. pertussis

Para evaluar el posible papel de los radicales libres en el fenémeno StIR inducido
por el LPS, realizamos ensayos in vivo empleando un antioxidante utilizado
terapéuticamente en enfermedades pulmonares inflamatorias. El antioxidante elegido
para el ensayo fue N-acetil-cisteina (NAC) sobre el que se sabe es precursor del
glutation (GSH), el antioxidante fisiolégico mas importante. Se ha demostrado que GSH
en su estado reducido protege las células del daino mediado por perdxido de hidrégeno
y frente a desafios oxidativos producidos por radicales libres [141].

Primeramente evaluamos las condiciones mdas adecuadas para la administracion
del NAC, de manera tal que no perturbe el curso normal de la infecciéon por B.
pertussis. Para ello por un lado evaluamos el efecto del distintas cantidades de NAC
seleccionadas en base a datos de bibliografia [141-143] sobre el crecimiento de B.
pertussis in vitro. Luego a partir de las cantidades de NAC que fueron confirmadas en
cuanto a que no afectaran la multiplicacién de B. pertussis in vitro realizamos ensayos
in vivo. Para ellos empleamos grupos de animales que fueron infectados con B.
pertussis (5x107 UFC) en presencia de diferentes dosis de NAC: 3,2ug, 12,8 pg y 64ug.
Estas dosis fueron ensayadas también en cuanto al momento de administracion. En

particular evaluamos la administracién del NAC por via intranasal 2h antes o al mismo
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tiempo que la administracidén de la suspensidn bacteriana. Para los ensayos in vivo se
incluyd un grupo de animales control que fueron infectados por B. pertussis pero en
ausencia de NAC. El efecto del NAC se evalud a través del recuento de las colonias de
B. pertussis recuperadas de los pulmones de los animales tratados a las 24h post

tratamiento.

Estos experimentos se realizaron al menos 3 veces en ensayos independientes.
En la Figura 20 se muestran los resultados de recuento obtenidos para los distintos
tratamientos ensayados. Se puede observar que en aquellos tratamientos en los que
se incluyé NAC en las dosis de 12,8 y 64 pg, independientemente del momento de su
administracion, el nivel de colonizacién de B. pertussis en pulmon se ve fuertemente
afectado. Para estos tratamientos no se detectaron colonias de B. pertussis en los
pulmones de los animales tratados. Por el contrario, los resultados obtenidos con la
dosis mas baja de NAC (3,2 pug) muestran que cuando la misma es administrada 2 h
previas a la infeccién no afecta la colonizacién por B. pertussis, obteniéndose
recuentos similares a los obtenidos en la condicidn control en la que sélo se infectd a
los animales. En base a los resultados obtenidos decimos utilizar como esquema de

trabajo la administracion de 3,2 ug de NAC dos horas antes de la infeccion para los

Log (UFC/pulman)

32pug 128ug 64pg  32pg 12,8ug 64ug
Bp NAC + Bp (NAC 2h) + Bp

Figura 20. Colonizacion de B. pertussis en presencia de diferentes dosis de N-
Acetil-Cisteina (NAC). Grupos de animales fueron tratados con NAC 2 horas antes
o al mismo tiempo de la infeccién con B. pertussis (5x107 UFC). Se evaluaron
diferentes dosis de NAC: 3,2 pg, 12,8 ug y 64 pg en PBS. Los resultados se
presentan como el logaritmo de los recuentos en pulmén a las 24 h de la
infeccion. Como control se utilizé un grupo de animales infectados. ND, no
detectado. (*)p<0,001.
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ensayos subsiguientes.

Habiendo establecido las condiciones de trabajo (NAC 3,2 ug administradas 2 h
antes de la infeccidn) realizamos entonces ensayos in vivo con el objetivo de evaluar el
posible papel de los radicales libres en el fenédmeno STIR que desencadena el LPS. Para
ello se utilizaron 4 grupos de animales los cuales recibieron respectivamente por via

intranasal los siguientes tratamientos:

1- Bp: una suspension de B. pertussis (5x107 UFC) (control de
infeccion)
2- Bp+NAC: una solucién conteniendo NAC (3,2 pug NAC) y 2 h

después una suspension de B. pertussis (5x10” UFC).

3- BP+LPS: una suspensién de B. pertussis (5x107 UFC)
suplementada con 1 pg LPS (induccién del fenémeno StIR)

4- Bp+NAC+LPS: una solucion conteniendo NAC (3,2 ug NAC) y LPS
(1 pg) y 2 h después una suspension de B. pertussis (5x10” UFC).

A las 24 h posteriores a cada tratamiento, los animales de los distintos grupos

fueron sacrificados para realizar los recuentos de las UFC recuperadas de los
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Figura 21. Rol de las especies reactivas al oxigeno en el StIR inducido por LPS. Grupos de 4
animales fueron tratados por via intranasal con 40 pl de una solucién conteniendo (3,2 pg
NAC+1 pg LPS) o 3,2 ug NAC. Luego de 2 h fueron infectados con una suspension de B.
pertussis (5x107 UFC). A las 24 h se extrajeron los pulmones para recuento de colonias. Los
resultados se presentan como el logaritmo del recuento de colonias para los diferentes
tratamientos. Como controles se utilizaron un grupo sin tratamiento y otro tratado con LPS
dos horas antes de la infeccion. (*) p<0.001 vs grupo control infectado.

79



pulmones. Los resultados que se muestran en la Figura 21 son representativos de tres
ensayos independientes. Como puede observarse en la Figura, la infeccion por B.
pertussis en las condiciones ensayadas fue exitosa ya que se recuperaron mas de 10°
UFC de los pulmones extraidos de los animales tratados Unicamente con la suspensién
bacteriana. Pudimos detectar también que la colonizacion no se vio afectada por el
tratamiento con antioxidante ya que los recuentos alcanzados para el tratamiento
Bp+NAC fueron similares a los obtenidos para el tratamiento B. pertussis. Confirmando
los resultados anteriormente obtenidos, la administracién de 1 ug de LPS logra evitar
la colonizacion de B. pertussis, no pudiendo recuperarse bacterias viables a las 24 h del
tratamiento. Interesantemente, al analizar el recuento de bacterias viables para el
grupo de animales estimulado con LPS en presencia del antioxidante encontramos que
el mismo no presenta diferencias significativas respecto del grupo control de animales
infectados. Estos resultados muestran que la presencia de NAC interfiere en la

eliminacidn de B. pertussis mediada por LPS.

Para descartar un posible efecto directo del NAC sobre la molécula de LPS, se
repitieron los mismos ensayos modificando la cinética de administracion del agonista
respecto del antioxidante. De esta manera se evaludé el recuento de colonias en
pulmdn de grupos tratados con LPS 2 h antes de la administracion del NAC (en lugar de
la coadministracion). Los resultados obtenidos en respuesta al tratamiento con el
antioxidante NAC administrado en simultdaneo o diferido con el LPS no presentan
diferencias significativas entre si, recuperdndose para ambas condiciones méas de 10°

UFC por pulmén.

Todos estos resultados muestran que el efecto antioxidante ejercido por la
presencia del NAC en la concentracién ensayada es suficiente para evitar el fendmeno
StIR inducido por el LPS. Estos resultados sugieren que los radicales libres eliminados
por la accidon del NAC tendrian un rol clave en el fendmeno inducido por el LPS. Para
evaluar esta hipdtesis decidimos analizar los niveles de un indicador de la generacién
de especies reactivas del oxigeno ROS en el BAL de los ratones tratados con LPS y
LPS+NAC. El indicador evaluado fue el H,0, que fue cuantificada empleando el kit

Amplex Red hydrogen peroxide/ peroxidase assay (Invitrogen) el cual consta de un
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reactivo incoloro que en presencia de agua oxigenada es convertido en el producto

fluorescente resorufin por accion de la enzima peroxidasa (HRP) [144, 145]

Para la realizacion del ensayo aqui propuesto empleamos grupos de 4 animales
de la cepa Balb/c los cuales fueron tratados con 1 pg de LPS o con 1ug de LPS
coadministrado con NAC (3,2 pg). Luego de 2 h los animales fueron sacrificados de
forma de poder colectar los BAL mediante instilacién intratraqueal con 1 ml de PBS
estéril. A partir de las muestras asi obtenidas se realizd la determinacidon de agua
oxigenada. Como control empleamos a un grupo de animales sin tratamiento y uno

tratado con NAC (3,2 ug).

Los resultados obtenidos para los grupos ensayados se presentan en la Figura 22
en la que se grafica la concentracion de agua oxigenada (uM) detectada en los BAL

obtenidos a las 2 h posteriores de cada tratamiento.

Como puede observarse en la Figura 22, la concentracién de agua oxigenada

presente en el BAL de los animales tratados con NAC (0,54 uM + 0,03) no presenta
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Figura 22. Cuantificacion de ROS en BAL de ratones Balb/c. Grupos de
4 animales fueron tratados por via intranasal con 1 pg de LPS o 1 pg de
LPS coadministrado con 3,2 pug de NAC. Luego de 2 h se obtuvieron las
muestras de BAL, a partir de las cuales se realizé la medida de H20> con
el kit Amplex Red segun las indicaciones del fabricante. Como controles
se utilizaron un grupo de ratones sin tratamiento y uno tratado NAC
(3,2 pg). Los resultados se presentan como la concentracion de agua
oxigenada (UM) para cada tratamiento. (*) p<0.001 respecto del grupo
sin tratamiento.

81



diferencias significativas respecto de la determinada en los BAL de los animales naive
(sin tratamiento, 0,40 uM + 0,04). Por el contrario, en el grupo estimulado con LPS
pudimos observar un incremento significativo en la produccién de ROS, encontrado
concentraciones del orden de 3,70 uM % 0,3. Al analizar los BAL obtenidos a partir de
los animales tratados con LPS en presencia de NAC encontramos que la produccion de
agua oxigenada resulté ser similar a la de los animales control. Estos resultados
muestran que la administracién de NAC bloquea la produccién de ROS inducida por el

LPS.

Para corroborar que la respuesta de ROS detectada en el BAL de los animales
Balb/c se debe efectivamente a la estimulacién de la via de sefalizacion Toll 4
decidimos repetir los experimentos empleando una cepa de ratén TLR-4 deficientes
(cepas C3H/Hel). Sobre este grupo de ratones deficientes en la via de sefalizacion TLR-
4 se administrd LPS (1 pg) y luego de 2 h se realizo el lavado broncoalveolar con 1 ml

de PBS estéril. Como control se utilizéd un grupo de animales sin tratamiento a partir de
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Figura 23. Cuantificacion de ROS en BAL de animales TLR-4 deficientes. Grupos de 4
ratones C3H/Hel fueron estimulados con 1 pg de LPS y luego de 2 h se obtuvo el BAL
de los mismos con 1ml de PBS estéril. Se realizé determinacion de H,0; utilizando el
kit Amplex Red (Invitrogen) segun las indicaciones del fabricante. Como control del
tratamiento se utilizé un grupo de animales sin tratar. El mismo protocolo de ensayo
fue realizado en paralelo sobre animales C3H/HeN, cepa parental de la TLR-4
deficiente. (*) p<0.001 respecto del control de la cepa correspondiente.
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los cuales se obtuvieron los BAL correspondientes. Las determinaciones de los niveles
de agua oxigenada se presentan en la Figura 23. Alli se incluyen ademas los resultados
obtenidos en la cepa parental TLR4* (cepas C3H/HeN). Los resultados alcanzados
muestran que la concentracidn de agua oxigenada en el BAL de los animales TLR4*
tratados con LPS resulta diez veces mayor que la determinada en los animales sin
tratamiento. Por el contrario, en la cepa TLR-4 deficiente no pudimos evidenciar
diferencias significativas en las concentraciones de H;0; de los animales tratados con

LPS y los animales control.

Evaluacion del rol de los ROS en la induccion del fendmeno StIR

desencadenado por el LPS

Resulta evidente, a partir de las medidas de H;0; en el BAL de los animales

tratados con LPS, que la activacién de la via TLR-4 desencadena la liberacién de
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Figura 24. Cuantificacion de ROS en BAL de animales Balb/c. Grupos de ratones
Balb/c fueron tratados con 1 pg de LPS o con 5x107 UFC de B. pertussis. Luego de
transcurridas 2 y 24 h se colectaron muestras de BAL mediante instilacion
intratraqueal con 1 ml de PBS estéril. La determinaciéon de H20: se realizd
utilizando el kit Amplex Red (Invitrogen) segun las indicaciones del fabricante.
Como control se utilizaron animales sin tratamiento. Los resultados se representan
como la concentracién de H202 (UM) para los diferentes tratamientos. (*) p<0.001
respecto del control determinado para el mismo tiempo.
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especies reactivas del oxigeno. Nos preguntamos entonces si este incremento de los
ROS ocurre también durante la infeccion por B. pertussis ya dicha bacteria contiene
niveles apreciables de LPS. Evaluamos la produccién de ROS a las 2 hy 24 h en el BAL
de animales tratados intranasalmente con 1 pug LPS o con una suspensién de B.
pertussis (5x107 UFC). Los resultados expresados como la concentracién de agua
oxigenada en BAL de los ratones (UM) se presentan en la Figura 24. En esta Figura
podemos observar que la concentracidén de agua oxigenada en el BAL de los animales
tratados con LPS resultd ser significativamente mayor que la encontrada para animales
control, tanto paralas2 h (3,73 + 1,26 uM vs 1,23 + 0,27 uM) como para las 24 h (8,09
+0,42 uMvs 0,88 + 0,13 uM) posteriores al tratamiento. Es interesante notar que a las
24 h post-estimulacién con el LPS no sélo se mantiene la produccién de agua
oxigenada, sino que se encuentra claramente exacerbada respecto a los niveles
hallados a las 2 h post tratamiento (p<0.001). Por el contrario, la infeccidon por B.
pertussis parece no estimular la produccién de agua oxigenada encontrandose
concentraciones similares a las detectadas en el grupo control para los dos tiempos

ensayados: 2 h (1,52 + 0,77 uM) y 24 h (1,39 £ 0,42 uM).

Cuantificacion de especies reactivas del nitrégeno en BAL

A continuacion decidimos evaluar si en respuesta a la estimulacidn de la via de
sefializacion TLR-4 también se induce un incremento en la produccion de especies
reactivas del nitrogeno (RNS) a nivel de pulmdn. Las RNS son una familia de moléculas
antimicrobianas derivadas del éxido nitrico (NO) que se producen a través de una
reaccién catalizada enzimdticamente por la Oxido Nitrico Sintasa 2 (NOS2) [137, 138].
Se ha reportado que este enzima se expresa en macrdéfagos en respuesta a citoquinas

(interferon gamma) y también por productos microbianos como el LPS [146-148].

Para la cuantificacion de los RNS en los animales tratados con LPS se utilizé la
metodologia descripta por Miranda y colaboradores, con las modificaciones
propuestas por Beda y Nedospasov [149, 150]. Esta metodologia que permite
determinar la presencia de nitritos/nitratos en el BAL de los animales tratados fue

utilizada en grupos de 4 ratones que fueron tratados con 1 pg de LPS por via
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intranasal. El lavado broncoalveolar fue obtenido a las 2 h posteriores del tratamiento
con LPS. Las determinaciones de RNS se realizaron sobre los sobrenadantes de los BAL.
Como condicién control se utilizd un grupo de animales sin tratamiento. Para darle
robustez a los resultados hallados, los ensayos fueron realizados en presencia y
ausencia de un inhibidor in vivo de la actividad de la Oxido Nitrico Sintasa, la
Aminoguanidina (AG), Los resultados que se presentan en la Figura 25 son
representativos de tres ensayos realizados de manera independiente. La concentracion
de nitritos (LM) fue evaluada en cada uno de los tratamientos. Del anadlisis de la Figura
se desprende que en el sobrenadante del BAL de los animales control existe una
produccién basal de RNS con concentraciones del orden de 8,1 £ 0,3 uM. En respuesta
al tratamiento con LPS pudimos evidenciar que la concentracion de nitritos se duplica

respecto de la condicion control, alcanzando valores de 15,8 + 0,3 uM.

En el panel B de la Figura 25 se presentan los resultados obtenidos en presencia

del inhibidor de la enzima Oxido Nitrico Sintasa. Las concentraciones determinadas en
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Figura 25. Cuantificacion de especies reactivas del nitrogeno en BAL de
animales estimulados con LPS. Grupos de 4 ratones fueron tratados con 1 ug
de LPS por via intranasal en presencia o ausencia del inhibidor de NOS
Aminoguanidina (AG). A las 2 h se colect6 el BAL de los mismos y se determiné
del sobrenadante la concentracién de nitritos segin el método descripto por
Miranda et al, con las modificaciones propuestas por Beda y Nedospasov. La
grafica representa la concentracion de nitritos para los diferentes tratamientos.
Como control se utilizaron grupos de animales sin tratamiento en presencia o
ausencia del inhibidor. (A) Resultados obtenidos en los BAL de animales sin
inhibidor. (B) Resultados obtenidos para los BAL de animales en presencia de
inhibidor AG. (*) p<0.001 respecto del control en las mismas condiciones de
inhibicidn.
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el sobrenadante de BAL para el grupo control y para el grupo tratado con LPS no
presentan diferencias significativas entre si (p<0,001). Estos resultados confirman que
el incremento de los RNS evidenciado en respuesta al tratamiento con LPS se debe a la

estimulacion de la enzima Oxido Nitrico Sintasa.

Rol de las Especies reactivas al nitrogeno en el StIR

Habiendo determinado que la administracion de LPS efectivamente estimula la
produccién de las especies reactivas del nitrégeno, y contando un inhibidor capaz de
abrogar la sintesis de RNS, decidimos evaluar el rol que cumplen los RNS en el marco

del fendmeno StIR.

Para este fin, realizamos ensayos in vivo empleando grupos de ratones que
fueron infectados por via intranasal con 5x10’ UFC de B. pertussis coadministrado con
1 ug de LPS en presencia o ausencia del inhibidor AG (administrado por inyeccidn
intraperitoneal dos horas antes). Como control utilizamos grupos de animales que
fueron infectados por via intranasal con 5x107 UFC de B. pertussis y previamente
tratados con el inhibidor. También incluimos un grupo de ratones que sdlo fueron
tratados con una suspensién de B. pertussis 5x10” UFC. Como en los casos anteriores,
el efecto de las especies RNS se evalué mediante el analisis comparativo de los
recuentos de las colonias recuperadas de los pulmones a las 2h post infeccién con B.
pertussis. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 26 donde se grafica el

logaritmo del recuento de colonias en pulmén para cada tratamiento.

Los datos presentados muestran que a nivel de pulmdn la colonizaciéon de B.
pertussis no se ve afectada por la ausencia de los NOS, pudiendo recuperarse mas de
10° UFC a partir de los pulmones de los animales infectados tanto en presencia como

en ausencia del inhibidor.
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Al analizar los resultados obtenidos para los animales estimulados con LPS
encontramos que no se detectan bacterias viables en pulmén a las 2 h de la infeccidn
independientemente de la disponibilidad de especies reactivas del nitrégeno a nivel de
la cavidad broncoalveolar. Estos resultados en su conjunto sugieren que las especies

RNS no juegan un rol esencial en la eliminacién de B. pertussis inducida por el LPS.
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Figura 26. Rol de las especies reactivas al nitrégeno en el StIR. Se infectd
intranasalmente grupos de 4 animales con 5x107 UFC de B. pertussis coadministrado
con 1 pg de LPS en presencia y ausencia de inhibidor de la enzima Oxido Nitrico
Sintasa, Aminoguanidina (AG). Luego de 2 h se extrajeron los pulmones para
recuento de colonias. Los resultados se presentan como el logaritmo del recuento de
colonias para cada tratamiento. Como control se utilizaron grupos de animales
infectados con B. pertussis. (*) p<0.001.

DISCUSION

A lo largo de esta seccidon nos propusimos evaluar posibles mecanismos que
permiten la eliminacién de B. pertussis del tracto respiratorio en respuesta a la

estimulacion con el agonista TLR-4.

A partir del analisis de las poblaciones celulares presentes en pulmoén habiamos

encontrado que en respuesta al tratamiento con LPS, al igual que lo que ocurre frente
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a la infeccion con B. pertussis, se producia un reclutamiento de neutréfilos hacia la
cavidad broncoalveolar. Trabajos publicados por nosotros y otros grupos de trabajo
han podido demostrar que para este reclutamiento es importante la via de
sefializacion del receptor TLR-4 y que la poblacidn neutrofilica es clave en el control de
las infecciones producidas por B. pertussis [123, 131]. En base a estos resultados
decimos evaluar el rol que cumplen los neutrdéfilos en el marco del fenédmeno StIR
mediante la deplecién de la poblacién de interés con anticuerpos monoclonales. Los
resultados obtenidos mostraron que a pesar de que los neutroéfilos son reclutados a la
cavidad broncoalveolar en respuesta al estimulacién con LPS, la ausencia de los
mismos no evita la eliminacion de B. pertussis por estimulacién con el agonista Toll.
Resultados similares a los aqui presentados se han obtenido para otros patdgenos
tales como S. pneumoniae, K. pneumoniae, E. coli, N. meningitidis y F. tularensis para

los que se ha evidenciado también el fendmeno StIR [78, 79, 151-153]

Existen, a nivel de pulmdn, diversos mecanismos involucrados en la produccidn
de sustancias antimicrobianas por accién de neutréfilos, macréfagos alveolares y las
células epiteliales. Estas ultimas, ademds de actuar como barrera de proteccidn,
contribuyen directamente mediante la secrecion de INF tipo |, lactoferrina, B-
defensinas y oxido nitrico [154]. Diversos trabajos sugieren la posibilidad de que la
estimulacion de la via de sefalizacién TLR podria involucrar la secrecidon de péptidos

antimicrobianos y/o radicales libres [78, 79, 81].

En base a las evidencias reportadas en el contexto de otros patdgenos,
decidimos evaluar la presencia de especies reactivas del oxigeno (ROS) como efectores
microbicidas de accién rapida que podrian mediar el efecto inducido por el LPS.
Primeramente evaluamos el efecto que tiene sobre la eliminacién de B. pertussis en el
marco del StIR la administracion de un antioxidante capaz de inhibir la produccién de
ROS a nivel pulmonar. El antioxidante elegido fue N-acetil-cisteina el cual es un
precursor del glutation capaz de proteger a las células del dafio mediado por perdxido
de hidrégeno in vivo [141]. Nuestros resultados indican que los radicales libres
participan en la proteccion contra B. pertussis (Figura 21). De acuerdo con estos
resultados, después del tratamiento LPS se detecta un aumento ROS en el lavado

broncoalveolar que podria ser suprimido por la administracion de NAC (Figura 22). La
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generaciéon ROS dentro de los compartimentos intracelulares tales como los fagosomas
se conoce desde hace décadas [135]. La produccién de ROS en este compartimento
ocurre gracias a la accion de NADPH oxidasa, con el fin de inactivar los
microorganismos infecciosos que han sido fagocitados tras la activacion celular.

La administracion de NAC nos brindd una evidencia indirecta del rol que cumplen
las especies reactivas del oxigeno en la eliminacidon de B. pertussis. Para analizar si
efectivamente estas especies son inducidas por el LPS evaluamos los niveles de agua
oxigenada en el BAL ya que es considerado un indicador de ROS a nivel de mucosas. De
esta manera pudimos poner de manifiesto que en el pulmén de los animales tratados
con el agonista TLR-4 la concentracién de agua oxigenada es aproximadamente 10
veces superior a la encontrada en los animales control. Hemos observado también que
para el grupo de animales tratados con LPS en presencia del antioxidante, la
concentracion de ROS fue del mismo orden que el grupo control. En concordancia con
estos resultados, determinaciones de ROS en BAL de animales TLR-4 deficientes luego
de su estimulaciéon con LPS no mostraron incrementos en la concentracién de agua

oxigenada, corroborando que el incremento de ROS es Toll 4 dependiente.

El LPS es un componente ubicuo de la membrana de todas las bacterias Gram
negativas y por ello es esperable que durante un proceso infeccioso ocurra la secrecion
de ROS a nivel de la cavidad broncoalveolar como parte de los mecanismos
desencadenados para combatir la infeccién. Sin embargo, al analizar el BAL de
animales infectados por B. pertussis luego de 2 y 24 h no se pudo detectar incrementos
en la concentracion de agua oxigenada respecto de los obtenidos para los animales sin
infectar. Por el contrario, la produccion de ROS en respuesta al tratamiento con LPS es
evidente ya a las 2 h post tratamiento (3,73+1,26 uM vs 1,23+0,27 uM) y hasta por lo
menos 24 h de administrado el estimulo (8,09+0,42 uM vs 0,88+0,13 uM). Estos
resultados se corresponden con lo evidenciado en el marco de los ensayos realizados
para evaluar la cinética del fendmeno StIR, en los cuales pudimos detectar que el
tratamiento con LPS evita infeccion por B. pertussis aun si es administrado hasta 48 h

antes de la infeccion.

Otros posibles actores descriptos en la inmunidad de mucosas con potencial

accion microbicida son las especies reactivas del nitrégeno (RNS), las cuales son
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producidas por la Oxido Nitrico Sintasa 2 (NOS2) [137, 138]. Para evaluar si la
produccion de las mismas participa en el clearance de B. pertussis realizamos ensayos
in vivo en donde los ratones son estimulados con el agonista Toll y a las 2 h post
tratamiento los animales son sacrificados para determinar la concentraciéon de RNS en
el BAL de los mismos. Los resultados alcanzados muestran que efectivamente en
respuesta al tratamiento con LPS se induce la secrecién de especies reactivas del
nitrogeno en pulmdn, llegando a duplicarse en comparacién con los animales
empleados como control. Sin embargo la deplecidon de los RNS, mediante el uso de un
inhibidor de su sintesis in vivo no parece afectar la capacidad del LPS en abrogar la
infeccion por B. pertussis, no detectandose bacterias viables recuperadas de los
pulmones de animales tratados con LPS en presencia y ausencia del inhibidor de Ia

Oxido Nitrico Sintasa.

En resumen, los resultados hasta aqui presentados muestran que en respuesta al
tratamiento con el agonista TLR-4 se desencadenan una serie de mecanismos que
implican tanto el reclutamiento de neutréfilos hacia la cavidad broncoalveolar, como la
produccién de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno. Sin embargo los ensayos
realizados para cada uno de los posibles actores parecieran indicar que Unicamente la
produccién de ROS media el fendmeno StIR capaz de evitar la infeccién por B.

pertussis.
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INTRODUCCION

Durante la primera parte del presente trabajo de Tesis pudimos corroborar la
ocurrencia del fendmeno StIR en el marco de la infeccién por B. pertussis y comenzar a
caracterizar el fendmeno que interesantemente logra evitar la infeccién por el
patégeno. Los ensayos realizados nos permitieron poner de manifiesto que al
estimular la mucosa respiratoria con un agonista de la via se sefalizacion TLR-4 se
desencadena una respuesta compleja que implica el reclutamiento de neutrdéfilos hacia
la cavidad broncoalveolar y la producciéon de especies reactivas del nitrégeno y del
oxigeno. Sin embargo, solo parte de esta respuesta detectada pareciera estar
fuertemente involucrada en la eliminaciéon de B. pertussis a nivel de pulmén. En el
escenario StIR, ni los neutrdéfilos ni las especies reactivas al nitrégeno parecen estar

involucradas en la eliminacion bacteriana.

Surge entonces la pregunta sobre qué poblaciones celulares serian las principales
responsables de censar la presencia del lipopolisacdrido y desencadenar la produccion
de las especies reactivas del oxigeno. En este punto es importante recordar que en el
espacio alveolar de los animales sin estimular, la poblacién leucocitaria predominante
son los macrofagos alveolares representando mas del 80% de todas las células
presentes. Las poblaciones de células dendriticas y de linfocitos T serian las siguientes
poblaciones leucocitarias mas abundantes [109]. Respecto de la poblacién de
macréfagos alveolares es bien sabido que la misma juega un rol central en el
mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica y en la defensa del huésped a través
de mecanismos como la fagocitosis de antigenos extrafios, el reclutamiento y la
activacion de células inflamatorias y la produccion ROS y NOS entre otros [155-158]. En
lo que se refiere a B. pertussis, en diversos trabajos se ha demostrado a través de
ensayos in vitro la capacidad de esta poblacién celular de mediar la endocitosis y la
muerte de B. pertussis mediante la produccién de 6xido nitrico (NO) [159-161]. De
hecho se ha podido establecer que los macréfagos frente a la estimulacién con LPS
entre otras acciones inducen la produccién de 6éxido nitrico lo cual parece

correlacionar con una menor supervivencia de B. pertussis intracelular [160, 162, 163].

Otra poblacidn celular que ha sido descripta en el control de la homeostasis del

pulmén son las células del epitelio respiratorio. Las mismas no solo cumplen una
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funcién de barrera mecanica frente a antigenos ambientales sino que también
participan activamente mediante la secrecion de un amplio abanico de moléculas
efectoras como mucinas, péptidos antimicrobianos, proteina surfactante A y D, etc. Se
ha evidenciado también que las células epiteliales participan en la respuesta frente a
microorganismos mediante secrecion de quimoquinas y citoquinas [164, 165] tales
como interferones (IFN) de tipo | y lll [166, 167] o mediante la secrecion de diferentes
mediadores que incrementan la supervivencia local de las células reclutadas en el
proceso inflamatorio (factor estimulador granulocitico (G-CSF), factor estimulador de
Granulocitos/macrdfagos (GM-CSF) [168, 169]. Respecto de su capacidad para producir
especies reactivas del oxigeno se ha propuesto que algunas enzimas del complejo
DUOX se expresan en la membrana apical de las células epiteliales de la via aérea
liberando sus productos al compartimento extracelular [170, 171]. Interesantemente,
en cultivos in vitro de células del epitelio bronquial se ha evidenciado que la presencia
del sistema DUOX-LPO-SCN- (DUOX, Dual oxidasa; LPO, lactoperoxidasa; SCN-,
hipotiocianato) permite eliminar diversas bacterias, como Pseudomona aureginosa,
Burkhordelia cepacia y Staphylococcus aureus [172, 173]. En lo que se refiere a la
infeccion por B. pertussis poco es lo conocido respecto de la accidn de esta poblacidn
celular sobre la viabilidad de la bacteria. Si se ha demostrado, a través de ensayos in
vitro, que esta bacteria es capaz de invadir las células del epitelio respiratorio [174,
175] a través de un mecanismo de reconocimiento reportado para otros patdégenos en
el que intervienen microdominios de la membrana de las células epiteliales llamadas

“lipid rafts” que son ricas en colesterol [174-184].

En este contexto y bajo la premisa planteada respecto de la identificacidn de las
poblaciones celulares intervinientes en el fendmeno StIR decidimos realizar ensayos in
vitro de estimulacion de las células del epitelio pulmonar y de los macréfagos
alveolares frente al tratamiento con el agonista TLR-4. En el caso de los ensayos con
células del epitelio alveolar utilizamos la linea celular A549 la cual deriva de un
carcinoma humano de células alveolares. Las mismas han sido ampliamente utilizadas
en numerosos estudios funcionales debido a que mantienen muchas de las

caracteristicas de las células alveolares de tipo Il normales [185-188].
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Para los ensayos con macréfagos empleamos los macréfagos alveolares extraidos
a través del lavado broncoalveolar de ratones naive. A continuacidon presentaré los

resultados alcanzados en los ensayos propuestos.

RESULTADOS

Evaluacion de la capacidad bactericida de las células epiteliales

inducida por la presencia de LPS

Como primera etapa de nuestro trabajo realizamos una serie de ensayos con el
objeto de poder ajustar las condiciones Optimas de estimulacion de las células
epiteliales A549 frente al LPS, de forma de lograr una respuesta celular adecuada sin
llegar a inducir la apoptosis celular. Asi, para establecer la dosis de LPS a emplear
trabajamos con 0,1 pg, 0,5 ug y 1 ug de LPS. Estas cantidades fueron ensayadas sobre

un cultivo de células epiteliales A549 (1x10° células/fosa 300 pl DMEM) crecidas en
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Figura 27. Evaluacion de la expresion de CXCL2 en células epiteliales de linea
A549 mediante ensayos de (PCR. Luego del tratamiento de las células
epiteliales con las distintas dosis de LPS a ensayar (0,1 pg, 0,5 ug y 1 ug,) se
realizé la extraccion de ARN para determinar por gqPCR la expresion de CXCL2
para cada condicién. Como control se utilizé un cultivo de células sin
tratamiento de LPS. En la grafica se representa el incremento relativo en la
expresion de CXCL2 para cada dosis de LPS respecto del control sin tratar. ND
no determinado por apoptosis. (*) p< 0,001 vs control.
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placa al 70-80% de confluencia las cuales fueron incubadas por 1 h a 372Cy 5% CO..
Como control negativo de estimulacion se utilizaron células sin tratamiento de LPS
incubadas en las mismas condiciones. El nivel de activaciéon celular se determind

mediante cuantificacidén por qPCR de la citoquina pro-inflamatoria CXCL2.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 27, en la que se grafica la
expresion relativa de CXCL2 para cada una de las dosis de LPS evaluadas con respecto
de la condicion control sin LPS. Al analizar los resultados obtenidos encontramos que la
expresion de CXCL2 en respuesta al tratamiento con 0,1 ug de LPS no presenta
diferencias significativas respecto de las células no estimuladas. Por el contrario, la
respuesta desencadenada frente al tratamiento con 0,5 pg de LPS lleva a un aumento
relativo de alrededor de 3,5 veces respecto de las células no estimuladas (p<0,001). En
las muestras obtenidas luego de la incubacion con 1 pg de LPS no pudo cuantificarse el
nivel de expresiéon de CXCL2 debido a que la cantidad de muestra recolectada fue
insuficiente a causa de que en respuesta al tratamiento se indujo la apoptosis de las
células en estudio, proceso evidenciado en la practica por la pérdida de adherencia de

las células epiteliales.

En base a estos resultados decidimos realizar los experimentos de induccién de
la respuesta con 0,5 pg de LPS en un volumen final de 300 pl de medio de cultivo. Ya
establecida la dosis de LPS a emplear, evaluamos luego la dependencia del nivel de
respuesta de las células A549 respecto del tiempo de incubaciéon con el agonista TLR-4.
En particular evaluamos los siguientes tiempos de incubacion del LPS (0,5 pg/300 ul)
con las células de linea A549: 1 h, 2 h, 3 h, 4 h y 24 h. Luego de cada tiempo
procedimos a la extraccién de ARN para determinar el nivel de expresion de la
citoquina CXCL2 para todas las condiciones. Como control negativo de estimulacion se
utilizaron células sin tratamiento de LPS incubadas por los mismos periodos de tiempo.
Los resultados obtenidos se expresan como el incremento relativo de CXCL2 respecto

del control para cada tiempo de incubacion (Figura 28).

Al analizar los niveles de expresion de CXCL2 luego de los distintos tiempos de
incubacién ensayados observamos que para las incubaciones de 1 a 4 h los mismos no
resultan significativamente diferentes entre si pero si respecto del grupo control sin

estimular para cada tiempo (p<0,001). Por el contrario, la estimulacién del cultivo
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celular con LPS durante 24 h lleva al dafo celular por lo que no resulta posible hacer la

extraccion de ARN.

En resumen, mediante los ensayos realizados sobre la linea de células epiteliales

A549, utilizando como indicador de respuesta el andlisis de la expresion de CXCL2

mediante qPCR, pudimos establecer que el tratamiento con 0,5 pg de LPS en 300 ul de

DMEM durante 1 h resulta adecuado para los ensayos de estimulacion de respuesta in

vitro.
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Figura 28. Evaluacion de la expresion de CXCL2 en células epiteliales de linea A549
mediante ensayos de qPCR. Luego de incubar a las células epiteliales de linea (A549)
hasta 70-80% de confluencia en placas de 24 fosas, y por 4 h en un medio sin SFB, las
mismas fueron estimuladas mediante el agregado de 0,5 pg de LPS por 1 h, 2 h, 3 h,
4 h y 24 h. Luego de transcurrido los tiempos de incubacién se procedidé a la
extraccion de ARN para determinar por qPCR la expresion de CXCL2 para cada
condicién. Como control se utilizé un cultivo de células sin tratamiento de LPS. La
grafica representa el incremento relativo en la expresion de CXCL2 para cada dosis
de LPS respecto del control sin tratar al mismo tiempo. ND no determinado por lisis

Una vez establecidas las condiciones de trabajo procedimos luego a evaluar

como primera medida la capacidad de las células epiteliales de producir ROS en

respuesta al tratamiento con LPS (0,5 ug). Para ello realizamos experimentos de

estimulacion in vitro a los que incorporamos un indicador fluorescente CM-H,DCFDA
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(5-(6-)clorometil-2°,7 -diclorodihidro-fluoresceina diacetato, acetil ester) que soélo
fluoresce en presencia de especies oxidativas. El producto fluorescente que surge
como consecuencia de una reaccién catalizada por estearasas inespecificas es

analizado mediante microscopia de fluorescencia [186, 189-191].

Asi, luego de la estimulacién durante 1 h de las células A549 con la dosis de LPS
establecida previamente (0,5 pg en 300 pl DMEM), se adiciond el indicador
fluorescente CM-H;DCFDA segun las indicaciones del fabricante sobre las células

adheridas a la placa y lavadas. Como control positivo del indicador se utilizaron células
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Figura 29. Cuantificacion de ROS en cultivo de células epiteliales de linea A549
luego de la estimulacion con LPS. Luego de realizar la estimulacidon de las
células con el LPS y de proceder a los lavados de las mismas con PBS se
procedié a incubar con el indicador fluorescente CM-H,DCFDA por 30 minutos.
Las medidas se realizaron por microscopia de fluorescencia y posterior analisis
de las imagenes con el Image J software. Como control de condicion basal se
utilizd las células sin estimular con el LPS y como como control positivo las
células tratadas con H20:. (A) Condicién Basal sin estimulacién, (B) control
positivo, (C) LPS 0,5 ug/300 ul de DMEM. (D) se representan los resultados
como la fluorescencia relativa promedio para cada tratamiento respecto de la
condicion basal. (*) p <0,05 t-test respecto del basal.
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tratadas con agua oxigenada y como control negativo se emplearon células sin
tratamiento de LPS (condicion basal). La fluorescencia fue evaluada empleando un
software (Image J sofware) que permite realizar cuantificaciones. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 29, en la que se muestran de forma representativa
las fotos obtenidas frente al tratamiento con LPS (Figura 29-C), con agua oxigenada
como control positivo (Figura 29-B) y células sin tratamiento (Figura 29-A). Los valores
de fluorescencia determinados se grafican como la fluorescencia relativa promedio

para cada condicién evaluada respecto del control negativo. (Figura 29-D).

Al analizar los resultados obtenidos observamos que las células de la linea A549
en respuesta a la estimulacion con LPS aumentan la produccion de ROS intracelular,
pudiendo evidenciarse el mismo a través de un incremento relativo en la fluorescencia
de alrededor de tres veces respecto de la condicién basal (p< 0,05). Este incremento

puede visualizarse claramente en las fotos presentadas en la Figura 29.

Para confirmar los resultados alcanzados decimos repetir los ensayos realizados
pero en presencia del antioxidante N-acetil-cisteina (NAC). Al igual que lo observado in
vivo, de confirmarse la accidén de LPS sobre la produccién del ROS esperamos que este
antioxidante inhiba la misma. Para estimar la cantidad de NAC a emplear in vitro
realizamos ensayos en los que variamos la concentracion de NAC (0,5 uM, 1 uM, 2 uM
y 4 uM). También ensayamos dos tiempos de agregado del NAC respecto de la
estimulacion con LPS: uno correspondiente al mismo momento que el agregado del
LPS y el otro dos horas antes. Como controles empleamos células tratadas con H,0;
(control positivo), células no estimuladas (control negativo), células en presencia de la
concentracion maxima de NAC y células incubadas en presencia de LPS. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 30 donde se muestran las microscopias obtenidas

para cada uno de los tratamientos antes mencionados.

En la Figura 30 se puede observar que mientras que en aquellas condiciones
control en las que no se adiciond LPS no se detecta fluorescencia (auto-florescencia), el
tratamiento con el LPS (0,5 pg/300 pul DMEM, 1 h) induce un incremento en la
fluorescencia de las células A549 respecto de los controles como consecuencia del

aumento en la produccion de ROS intracelular. También se pudo detectar un
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Figura 30. Efecto del tratamiento con NAC sobre la produccion de ROS inducido en células A549
por el tratamiento con el LPS. Las células crecidas a 70-80 % de confluencia fueron estimuladas
con LPS (0,5 pg/300 ul DMEM sin SFB, 1 h) en presencia de diferentes concentraciones de NAC
(0,5 uM, 1 uM, 2 uM y 4 uM). La administracion del antioxidante se realizd en simultaneo con el
LPS o 2 h antes del mismo. Los distintos tratamientos estdn indicados en cada una de las
imagenes presentadas. Todas las condiciones evaluadas fueron reveladas mediante la técnica con
el indicador fluorescente CM-H2DCFDA. Como controles se emplearon: células sin tratamiento,
células tratadas con NAC (4 uM), células estimuladas con H20; y células estimuladas con LPS.

incremento de la intensidad de la fluorescencia verde cuando sélo se agregd de

manera exégena H,0..

Pudimos observar también que la adicion de NAC 0,5 uM no logra inhibir
completamente la produccién de ROS independientemente de si es administrado en
simultdneo o previo al agonista TLR-4. Por el contrario, la fluorescencia disminuye
considerablemente cuando a las células estimuladas con LPS se les adicionan
concentraciones iguales o superiores a 1 uM de NAC, indicando que este tratamiento
consigue eliminar completamente la produccién de agua oxigenada en las células
A549. Estos resultados se obtuvieron de igual forma independientemente del tiempo

en el cual fue adicionado el NAC.
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0,150 Figura 31. Determinacion de ROS en
sobrenadante de cultivos de células A549
estimuladas con LPS. Un cultivo de células
A549 crecidas a 70-80% de confluencia en
placa de 24 fosas a 379C y 5% CO; fue
incubado con LPS (0,5 ug/300 pul DMEM) por
30 min, 1 hy 2 h. Posteriormente se colectd
los sobrenadantes de cultivo y se determind
la concentracion de agua oxigenada
mediante el kit Amplex Red hydrogen
peroxide/ peroxidase assay kit (Invitrogen)
segun las indicaciones del fabricante. Como
control se utilizé el sobrenadante de un
cultivo de células sin tratamiento de LPS. La

30min 1h 2h linea de puntos representa el limite de
Control LPS deteccion del método.

Habiendo evidenciado entonces que en las condiciones establecidas el LPS
induce la produccién de ROS en células epiteliales decidimos evaluar si es factible
detectar también la presencia de ROS en el medio extracelular ya que alli también
podria ocurrir la accién bactericida sobre B. pertussis. Cuantificamos entonces la
produccién de ROS en el sobrenadante de cultivos de células epiteliales que hayan sido
estimuladas con LPS (0,5 ug /300 pl). A partir de los sobrenadantes obtenidos luego de
30 minutos, 1 h y 2 h de estimulacién con LPS se determind la concentracién de agua
oxigenada por medio del kit Amplex Red. Los resultados obtenidos muestran que en
ninguna de las condiciones ensayadas se detectan niveles apreciables de agua

oxigenada en el sobrenadante de cultivo (Figura 31).

Analisis del poder bactericida in vitro sobre B. pertussis inducido

por el LPS

A pesar de que B. pertussis es considerada generalmente como una bacteria no
invasiva, numerosos trabajos han demostrado que durante el proceso de colonizacién
no sélo se adhiere al epitelio ciliado sino que ademas es capaz de permanecer viable
en el medio intracelular [174,176, 192-195]. En este contexto y en base a los
resultados mas arriba obtenidos respecto de la produccién intracelular de ROS, resulta

interesante evaluar si los ROS producidos en respuesta a la estimulacién con el
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agonista de TLR son capaces de inducir la muerte de las bacterias que han logrado

internalizarse en las células del epitelio respiratorio.

Para avanzar en este aspecto primeramente pusimos a punto en nuestro
laboratorio las condiciones para poder evidencia la capacidad de B. pertussis de invadir
un cultivo de células epiteliales in vitro. Para ello se coincubd una suspensién de B.
pertussis con un cultivo de células A549 crecidas al 70-80% de confluencia por 1,2y 3
horas. Para favorecer la interaccion entre ambos tipos celulares se realizd una
centrifugacion a 640 g por 15 min. Los resultados obtenidos para las dos
multiplicidades de infeccidn utilizadas (100 y 150) se presentan en la Figura 32. De la
misma se desprende que la co-incubacién durante una hora es insuficiente para
permitir la invasién por B. pertussis, independientemente de la MOI utilizada. Por el

contrario, los resultados obtenidos luego de 2 y 3 horas de co-incubacidon permiten

k% Hk
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Figura 32. Invasion de B. pertussis en células epiteliales A549. Para los
ensayos de invasion aqui presentados empleamos una suspensién de B.
pertussis (MOI 100 o 150). La mezclas células + bacteria se incubaron a
372C con 5 % CO2 por 1, 2 y 3 horas. Luego de la incubacién se removié el
sobrenadante y se adicioné medio fresco suplementado con Polimixina B
(200 pg/ml) para eliminar las bacterias extracelulares. EI nimero de
bacterias viables recuperadas intracelularmente se determind mediante
recuento en placa. Los resultados se presentan como el logaritmo del
recuento de colonias intracelulares por mililitro para cada tratamiento. Se
indican con igual nimero de asteriscos los tratamientos iguales. p<0,001

respecto del control.
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recuperar un gran numero de bacterias viables del compartimento intracelular. Los
resultados obtenidos para las dos MOI ensayadas (100 y 150) no presentan diferencias
entre si, siendo el tiempo de co-incubacion el factor determinante para la
internalizacion observada. De esta manera establecimos como condiciones para
realizar los ensayos de invasién con B. pertussis una multiplicidad de infecciéon de 100

bacterias por célula epitelial con una incubacion de 2 h.

Habiendo establecido las condiciones para los ensayos de invasién a
continuacion evaluamos el efecto que tiene sobre la sobrevida intracelular de B.

pertussis el aumento en la concentracion de ROS inducido por LPS. Para ello realizamos
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Figura 33. Actividad bactericida sobre B. pertussis intracelular inducida por el LPS.
Luego de incubar a células A549 con una suspension de B. pertussis (MOl 100) por 2 h a
372C con 5 % CO2 se adicionaron 0,5 pg de LPS por 30 minutos y 1 h. Transcurrido el
tiempo de incubacion con el LPS, las células fueron tratadas con polimixina B (200ug/ml
en DMEM) durante 2 h para eliminar las bacterias extracelulares. Finalmente las células
epiteliales fueron lisadas mediante la adicion de saponina para liberar las bacterias las
cuales se evaluaron mediante recuento en placa. Los resultados obtenidos se presentan
como el logaritmo del recuento de colonias intracelulares por mililitro. Como control se
emplearon células incubadas con bacterias pero sin tratamiento con LPS. (*) p<0,001 vs
tratamiento con Bp sin LPS por 1h.

ensayos de invasidn co-incubando una suspensién de B. pertussis con un cultivo de
células A549 crecido al 70-80 % de confluencia (MOI=100, 2 h). Transcurridas las 2 h de

incubacién procedimos luego a la estimulacién con 0,5 pg LPS por 30 minutos y 1 h.
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Finalmente evaluamos el recuento de bacterias viables dentro de las células A549 para
cada condicion. Como control se utilizaron los recuentos de bacterias intracelulares

provenientes de los cultivos sin tratamiento de LPS.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 33 en donde se grafica el
logaritmo del recuento de bacterias intracelulares halladas luego de los diferentes
tratamientos. En dicha figura se puede observar que B. pertussis en ausencia de LPS
puede invadir las células epiteliales segun lo indica el recuento de bacterias viables
tanto a los 30 minutos como a 1 hora post incubacién (p<0,001). Al analizar la
respuesta al tratamiento con LPS por 30 minutos podemos observar que el mismo no
modifica el nUmero de bacterias intracelulares, recuperandose mas de 10* UFC/ml. Por
el contrario la estimulacién de las células A549 con 0,5 pg de LPS por el lapso de una
hora disminuye el significativamente el recuento de viables en casi un logaritmo

respecto del control sin LPS.

A pesar de no haber podido detectar cantidades significativas de agua oxigenada
en el sobrenadante de cultivo de las células epiteliales estimuladas con el agonista de
TLR-4, decidimos evaluar a nivel extracelular si la viabilidad de una suspensién de B.
pertussis puede verse afectada cuando es co-incubada con un cultivo de células A549
tratadas previamente con LPS. La multiplicidad de infeccion utilizada en este caso fue
de 100 bacterias por cada célula eucariota. Las incubaciones se efectuaron en

presencia y ausencia de 0,5 pug de LPS por 1h a 372Cy 5 % CO..

8,0 Figura 34. Evaluacion del efecto

. bactericida sobre B. pertussis a nivel

’ extracelular inducido por el LPS. Luego

6,0 de incubar las células A549 1h con el LPS
= (0,5 pg/ 300 ul DMEM) se adiciond una
LE* 50 suspension de B. pertussis (MOl 100) y se
é 4,0 incubd por 1h mas. Luego se determind el
e numero de bacterias viables mediante
—_

3,0 recuento en placa. Como control se
utilizaron células co-incubadas con B.

2,0 pertussis en ausencia de LPS. Los

1,0 resultados se representan como el

logaritmo del recuento de colonias de B.

0,0 pertussis por mililitro para cada condicién
Bp Bp+LPS evaluada.
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Los resultados alcanzados muestran que los recuentos bacterianos recuperados
a partir de los sobrenadantes de las células estimuladas con LPS efectivamente no se

ven afectados respecto de la condicion en ausencia del agonista de TLR-4 (Figura 34).

Los resultados obtenidos respecto de la capacidad de las células epiteliales de
producir la muerte in vitro mediante la secrecién ROS nos llevaron a preguntarnos qué
concentracion minima de agua oxigenada resulta téxica para B. pertussis. Para hacer
esta determinacion realizamos ensayos in vitro empleando concentraciones de agua
oxigenada que van desde 2 uM hasta 2,26 x10* uM (10.000 veces mds concentrado

que lo determinado en BAL).

Con estas concentraciones de H,O; realizamos incubaciones con una suspension
de B. pertussis (1x107 UFC/300 pl de DMEM) por una hora a 372C. La evaluacion del
posible efecto del H,0; se realizd a través del recuento de UFC de B. pertussis en placa.
Como control se utilizé la suspensidn bacteriana sin de agregado agua oxigenada. Los

resultados alcanzados muestran (Figura 35) que las incubaciones con concentraciones
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Figura 35. Poder bactericida del H20: in vitro. El poder bactericida del agua
oxigenada sobre B. pertussis (1x10” UFC/300 ul DMEM) fue evaluado empleado
diferentes concentraciones de H202:2,26 uM, 22,6 uM, 226 uM, 2,26E+03 uM vy
2,26E+04 pM. Como control negativo se utilizé una suspension bacteriana sin
agregado de agua oxigenada. Los resultados se presentan como el logaritmo del
recuento de colonias por mililitro. (*) p<0,001 respecto del control.
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de HyO; inferiores a 226,1 uM no afectan la viabilidad de B. pertussis. Por el contrario,
tratamientos con concentraciones 10 y 100 veces superiores reducen la carga

bacteriana luego de una hora de incubacién en 1,5 y 2,5 veces, respectivamente.

Todos los resultados alcanzados hasta aqui nos permiten concluir que en las
condiciones ensayadas el LPS es capaz de inducir ROS intracelular en las células
epiteliales A549 en cantidades suficientes como para inducir al menos en parte la
muerte de B. pertussis. El efecto de ROS en el medio extracelular no fue detectado

guizas como consecuencia de los bajos niveles de agua oxigenada alli presente.

A continuacién evaluamos la accidn de los macréfagos alveolares en respuesta al

LPS in vitro.

Evaluacidn de la capacidad bactericida de los macrofagos alveolares

inducida por la presencia de LPS

Como habiamos comentado en la introduccién de la presente seccién, otra
poblacién que ha sido descripta en el control de las infecciones a nivel de pulmén son
los macréfagos alveolares [196]. Trabajos realizados en animales y humanos han
demostrado que los macréfagos ademas de mediar la fagocitosis de las bacterias
tienen la capacidad de secretar un gran nimero de sustancias antimicrobianas que

colaboran con el clearance bacteriano [138, 197, 198].

Decidimos por ello trabajar con los macréfagos del mismo modo que lo hicimos
para las células epiteliales. En este caso, en lugar de utilizar células de linea, decidimos
obtener los macrdfagos alveolares a partir del lavado broncoalveolar de ratones naive.
Las células asi obtenidas se sembraron del orden de 2x10* células por fosa en medio
RPMI suplementado con SFB de forma de luego medir ROS con el indicador
fluorescente CM-H;DCFDA. La poblacidn macrofagica contenida en el BAL se
seleccioné por su capacidad de adherencia luego de una hora de incubacién en las
placas. Las células no adheridas provenientes del BAL fueron eliminadas mediante
lavados con PBS. La poblacién seleccionada fue entonces estimulada con 0,5 pg/300 pl
de LPS por 1 h. Como condicién basal se utilizaron macroéfagos alveolares sin estimular
y como control positivo se utilizaron macréfagos alveolares tratados con H,0,.

106



MARIA EUGENIA ZURITA. TRABAJO DE TESIS DOCTORAL 2015

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 36, en la que se muestran de
forma representativa las fotos obtenidas para la condicién basal (Figura 36-A), en
respuesta al tratamiento con agua oxigenada (Figura 36-B) y frente al tratamiento con
LPS (Figura 36-C). Los valores de fluorescencia determinados se grafican como la
fluorescencia relativa promedio para cada condicién evaluada respecto del control

negativo. (Figura 36-D).

Al analizar los resultados obtenidos encontramos que la concentracién
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Figura 36. Cuantificacion de ROS en Macréfagos alveolares luego de la
estimulacion con LPS. Los macréfagos alveolares obtenidos del BAL de
animales naive fueron estimulados con LPS (0,5 pg/300 ul de RPMI) por 1 h a
372Cvy 5 % CO,. Luego de realizar lavados con PBS se procedié a incubar con el
indicador fluorescente CM-H2DCFDA por 30 minutos. Las medidas se realizaron
por microscopia de fluorescencia y posterior andlisis con Image J software.
Como control de condicién basal se utilizaron las células sin estimular y como
como control positivo las células tratadas con H;0.. Las fotos incluidas
corresponden a macréfagos alveolares tratados seguin: (A) condicién Basal, (B)
control positivo, (C) LPS 0,5 ug/300 pl de RPMI. (D) de la figura se representan
los resultados como la fluorescencia relativa promedio para cada tratamiento
respecto de la condicién basal. (*) p <0,05 t-test respecto del basal.
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intracelular de ROS en la poblacidn de macréfagos alveolares tratados con LPS es
aproximadamente el doble de la determinada en la condicién basal (p<0,05). Este
incremento de fluorescencia frente al tratamiento con LPS puede evidenciarse en el
panel C de la Figura 36. En el control positivo con agua oxigenada el incremento

observado es aun mayor (Panel B, Figura 36).

Evaluamos a continuacion la concentracion de ROS en el medio extracelular
luego de la estimulacién de los macréfagos con 0,5 pg de LPS por 15, 30 y 60 minutos.
Para ello empleamos nuevamente el kit Amplex Red. Como control se utilizaron células
sin tratamiento de LPS. Los resultados se presentan en la Figura 37 en la que se grafica
la concentracién de H,0, (uM) para los diferentes tiempos de incubacién con el

agonista.
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Figura 37. Determinacion de ROS en sobrenadante de Macréfagos
alveolares estimulados con LPS. Un cultivo de 1x10° macréfagos
alveolares obtenidos de BAL de ratones naive fue incubado con LPS (0,5
ug/300 pl RPMI) por 15, 30 y 60 minutos. Posteriormente se colectaron
los sobrenadantes de cultivo y se determiné la concentracion de agua
oxigenada mediante el kit Amplex Red. Como control se utilizd el
sobrenadante de un cultivo de células sin tratamiento de LPS. (*) p<0,05
vs PBS.

A partir de la grafica podemos ver que las células sin estimular presentan una
secrecion basal de agua oxigenada alcanzando concentraciones del orden de 0,26 uM.

Al estimular la poblacién de células macrofagicas con LPS por 15 y 30 minutos
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podemos evidenciar un aumento en los niveles de H;0; aunque las diferencias no son
significativas respecto de la condicién control (p<0,05). Por el contrario, la
estimulacion con LPS por 60 minutos incrementa significativamente la concentracion
de agua oxigenada en el sobrenadante de cultivo, alcanzando concentraciones del

orden de 0,33 pM.

La cuantificacion de agua oxigenada en el sobrenadante del cultivo de
macrofagos alveolares nos permitié evidenciar que frente a la estimulacidn con LPS se
produce un incremento significativo en la produccion de ROS extracelulares a

diferencia de las células epiteliales.

En base a estos resultados y teniendo en cuenta el rol de ROS en la eliminacién
bacteriana decidimos evaluar a continuacién el poder bactericida de la respuesta
desencadena en macréfagos in vitro frente al estimulo TLR-4. Como describimos
anteriormente la estimulacidn se realizd por incubacion con 0,5 pg de LPS por 15, 30y
60 minutos, luego de lo cual se adiciond una suspension de B. pertussis (MOl 100). La
co-incubacién se realizé por 1 h a 372C y 5 % CO, luego de lo cual se determind el
recuento de bacterias viables en el sobrenadante de cultivo. Como control negativo de
accion bactericida se realizé la co-incubacion de los macréfagos alveolares y B.
pertussis pero sin estimular con el LPS. Los resultados obtenidos se representan como
logaritmo del recuento de colonias de B. pertussis por mililitro en la Figura 38. Los

mismos son representativos de tres ensayos independientes.

Al analizar los resultados encontramos que los recuentos de bacterias viables
obtenidos a partir de los sobrenadantes de cultivo de los macrdfagos estimulados por
15 y 30 minutos con LPS no difieren significativamente de los encontrados en la
condicién sin estimulacion. Por el contrario, el tratamiento previo de los macrofagos
alveolares con LPS por el lapso de 60 minutos desencadena una respuesta suficiente
como para reducir la carga bacteriana en aproximadamente dos érdenes de magnitud

respecto del control (p<0,05).

Los datos obtenidos muestran que la poblacién de macréfagos alveolares es

capaz de mediar la muerte de B. pertussis en el espacio extracelular en respuesta a la
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estimulacidon con LPS, evidenciando una correlacidon directa con el incremento en la

concentracion de agua oxigenada en el sobrenadante de cultivo.

Ensayos preliminares mostraron también que la accion bactericida inducida por

el LPS también ocurre a nivel intracelular (datos no mostrados).
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Figura 38. Evaluacion del poder bactericida sobre B. pertussis inducido
por el LPS en los macréfagos alveolares. Los macrdfagos alveolares
obtenidos de BAL de ratones naive fueron incubados con LPS (0,5 pg/300
pl RPMI) por 15, 30 y 60 minutos. A continuacién se adicioné una
suspension de B. pertussis (MOI 100) y se centrifugd a 640 g x 15min. La co-
incubacidon se realizé durante 1h a 372C y 5% CO», luego de lo cual se
determind el nimero de bacterias viables mediante recuento en placa.
Como control se utilizaron células co-incubadas con B. pertussis en
ausencia de LPS. Los resultados se representan como el logaritmo del
recuento de colonias de B. pertussis por mililitro para cada condicion
evaluada. (*) p<0,05 vs células tratadas con Bp sin tratamiento de LPS.

DISCUSION

Los ensayos de StIR para B. pertussis realizados in vivo en el modelo en ratén,
cuyos resultados fueron presentados en este trabajo de Tesis, evidenciaron que el
principal mecanismo de eliminaciéon de B. pertussis en este escenario a nivel de
pulmon estaria mediado por la produccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS). Los

ensayos in vitro aqui presentados utilizando células epiteliales y macrofagicas
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muestran que ambas poblaciones celulares responden al tratamiento con el agonista
de TLR-4 incrementado la concentracion de agua oxigenada intracelular. Estos
resultados concuerdan con los publicados en el marco de otras infecciones como la
producida por P. aureginosa. Interesantemente para esta bacteria incluso se pudo
evidenciar que mutantes de P. aureginosa que presentan estructuras alteradas en el
LPS fallan en estimular la produccién de ROS cuando son incubadas junto a las células

A549 [199].

Hemos podido establecer condiciones experimentales in vitro que nos han
permitido detectar la presencia de H,0; en el espacio extracelular en las incubaciones
de los macrofagos alveolares con el LPS. Especificamente en respuesta al estimulo de
LPS, se detecté un aumento de la concentracion de H;0, extracelular respecto del
control (0,329 uM # 0,003 vs 0,265 uM + 0,003). Este hallazgo in vitro es interesante ya
gue ha sido descrito que en el sistema respiratorio se encuentran a nivel de la
superficie de las mucosas las enzimas DUOX1 y DUOX2 las cuales catalizan la
produccién de H;0, que es liberada en el espacio alveolar [97, 171, 200]. En las
condiciones ensayadas por nosotros sin embargo no pudimos poner de manifiesto la
produccién extracelular de agua oxigenada en respuesta al LPS por las células A549.
Para algunas células en las que si se ha podido detectar la presencia de ROS
extracelular, los tiempos de incubacién son mayores y emplean otras estructuras de
LPS [187] que no se corresponden con las ensayadas por nosotros. Las condiciones
elegidas por nosotros no permiten tiempos de incubacidon mayores ya que ello lleva a

la apoptosis celular.

Logrado el establecimiento de las condiciones para evidenciar in vitro el
incremento de ROS por estimulacion del LPS decidimos evaluar luego el poder
bactericida del mismo sobre B. pertussis. Los ensayos realizados permitieron
evidenciar que la estimulacién in vitro de ROS intracelular en las células epiteliales en
presencia de LPS conduce, aunque parcialmente, a la muerte de B. pertussis.
Resultados similares se lograron en los sobrenadantes de los macréfagos co-incubados
con B. pertussis y estimulados con el LPS. Esta capacidad bactericida detectada se
correlaciona perfectamente con las concentraciones de ROS detectadas en los ensayos

realizados. Todos estos resultados concuerdan con los nuevos hallazgos respecto de la
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familia de enzimas DUOX. En particular se ha descripto que algunos miembros de esta
familia se expresan en altos niveles en la membrana apical de las células epiteliales de
las vias respiratorias y en macréfagos alveolares, a los que se les ha adjudicado un rol
esencial en la destruccién microbiana [170]. De hecho, se ha propuesto que las
enzimas DUOX actuarian en conjunto con otras enzimas como la lactoperoxidasa de
conocida accién bactericida que también se encuentra presente en las secreciones

mucosales.

A pesar de ser bien conocido el hecho de que la expresidn de la enzimas DUOX es
inducida por citoquinas pro-inflamatorias, especialmente por accién del interferén
gamma [201], el papel que juegan los ligandos de TLR-4 como desencadenantes de la
producciéon de H,0; en las vias respiratorias y en células alli presentes, como hemos
evidencia aqui, no ha sido ampliamente estudiado. Estos resultados sin duda significan
un avance en el conocimiento de los mecanismos que llevan a la eliminacién de
patdégenos como el aqui estudiado. En el caso de B. pertussis han mostrado claramente
la importancia de los ROS en el fendmeno descrito y demostrado que tanto los
macréfagos alveolares como las células epiteliales mediarian la eliminacion de B.

pertussis.
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INTRODUCCION

Como hemos descripto en distintas secciones de este trabajo de Tesis el LPS de
B. pertussis como el de otros microorganismos cumple un rol esencial en la interaccién
bacteria-huésped. De hecho recientemente se ha mostrado que las mutaciones en el
receptor TLR-4 humano se asocian con una respuesta disminuida de las vias
respiratorias al LPS [202]. Se ha evidenciado también que dichas mutaciones en TLR-4
humano se asocian con el aumento de susceptibilidad a la infeccidn por bacterias
gram-negativas [203]. En estudios mas especificos de la infecciéon por Bordetella se ha
demostrado que como consecuencia de que los pulmones de ratones recién nacidos
presentan niveles mas bajos de expresién de TLR-4 en comparacion con ratones
adultos [204], estos resultan tener una mayor susceptibilidad a la Bordetellosis. Estos
resultados en acuerdo con nuestros hallazgos sugieren que el receptor TLR-4
desempeiia un papel fundamental en la defensa innata del huésped contra la infeccién

por Bordetella.

En el marco de las vacunas tanto celulares como acelulares se ha demostrado
también que el receptor TLR-4 juega un rol importante en la induccién de respuesta
Th1l y Th17 disminuyendo la respuesta del tipo Th2 inducida por la vacunacidn, tanto
con vacunas celulares como acelulares [54]. De hecho se ha propuesto incluir analogos

de LPS para mejorar las vacunas acelulares [205].

Estos antecedentes nos han motivado a llevar a cabo experimentos diferentes a
los hasta ahora presentados en este trabajo pero interesantes ya que evaltan la
capacidad protectora del LPS de B. pertussis purificado frente a la infeccion de B.
pertussis. Este estudio lo enmarcamos en una de las lineas que nuestro grupo de
investigacion referida al desarrollo de una nueva vacuna anti pertussis capaz de
proteger eficientemente ante las infecciones causadas por las especies de Bordetella

de relevancia epidemioldgica.

A continuacidén presento los resultados alcanzados.
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RESULTADOS

Rol protector del lipopolisacarido de B. pertussis como inmundégeno vacunal

Para evaluar la capacidad del LPS de B. pertussis de inducir una respuesta inmune
protectora en el marco de la inmunidad adaptativa empleamos el modelo de desafio
intranasal en ratones ya puesto a punto en nuestro laboratorio [206-208]. Estos
ensayos consisten en inmunizar a grupos de ratones Balb/c intraperitonealmente
siguiendo un plan de inmunizacién de 2 dosis de vacuna con un lapso de 14 dias entre
la primera y segunda dosis. A 14 dias de recibida la ultima dosis, los animales son
desafiados con una suspensidn de B. pertussis en una dosis subletal (5x107 UFC/40 pl).
La proteccidn se evalla a los 7 dias del desafio mediante recuento de bacterias viables
en pulmén. Los resultados se comparan con los obtenidos de grupo de ratones no
inmunizados. Para los experimentos aqui presentados se empledé una vacuna basada

en el LPS purificado de B. pertussis. En particular ensayamos 2 formulaciones, una con
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1lpg vy la otra con 1,5 pg LPS detoxificado. Para ambas dosis la vacuna fue formulada
con hidroxido de aluminio. Como control negativo de proteccion empleamos un grupo
de animales no inmunizados y desafiados con B. pertussis. Dada la incidencia de B.
parapertussis en la poblacién también evaluamos mediante este tipo de ensayos la
capacidad protectora de LPS de B. pertussis frente al desafio con B. parapertussis. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 39 como el logaritmo del recuento de

colonias en pulmadn para las diferentes condiciones evaluadas.

Del andlisis de las graficas se desprende que independientemente de la cantidad
de LPS empleada en las formulaciones preparadas, B. pertussis no es eliminada de los
pulmones detectandose valores de UFC similares a los hallados para el control
negativo. Al extender el experimento a B. parapertussis no pudimos detectar una

disminucion en el nUmero de colonias como consecuencia de la vacunacion.

Los resultados obtenidos a partir de la vacunacién con el LPS de B. pertussis
parecieran indicar que el mismo no es capaz producir una respuesta protectora por si
mismo. Existen en la bibliografia reportes que muestran que en el contexto de las
infecciones por otros patdgenos como F. tularensis y Shigellla flexmeri la inmunizacién
con LPS purificado a partir de las mismas confiere proteccidn, la cual estaria
relacionada con la presencia de antigeno O en la estructura del LPS [209, 210]. El LPS
de B. parapertussis, a diferencia del LPS de B. pertussis, no presenta trisacarido sino
gue tiene en su lugar el antigeno O [211, 212]. Este antigeno O parece evitar la muerte
de B. parapertussis dentro de los PMN. Este mecanismo protector del antigeno O se
anularia cuando la misma es opsonizada, condicion que lleva a que B. parapertussis sea
eficientemente fagocitada por los PMN [213]. Estos datos no sélo aportan nuevos
conocimientos sobre los mecanismos que mediarian la proteccién contra la infeccién
por B. parapertussis sino que marcan la importancia crucial de anticuerpos
opsonizantes en la inmunidad protectora contra este patégeno. En funcidén de estas
evidencias decidimos evaluar la capacidad del LPS de B. parapertussis de inducir un

respuesta protectora frente a si misma y frente a B. pertussis.

Para este fin empleamos nuevamente el modelo de desafio intranasal en
ratones. Especificamente trabajamos con grupos de animales a los que inmunizamos

con una vacuna preparada a partir de LPS de B. parapertussis. En este caso ensayamos
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también dos dosis de LPS de purificado: 1 ugy 1,5 ug. El desafio realizado a los 14 dias
luego de la segunda inmunizacién fue realizado con B. pertussis y B. parapertussis
(5x107 UFC/40 pl). La proteccidn se evaludé mediante el recuento de colonias a nivel de
pulmén a los 7 dias post-desafio. Como control negativo de proteccidn se utilizaron
grupos de animales no inmunizados desafiados con cada una de las especies
bacterianas estudiadas. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 40 como el

logaritmo del recuento de colonias en pulmdn para cada tratamiento.

Al analizar los resultados encontramos que la inmunizacién con LPS de B.
parapertussis no confiere proteccion frente al desafio con B. pertussis (Figura 40-A),
recuperandose en los animales tratados con las dos dosis de LPS, nimeros de bacterias

equivalentes a los del grupo sin vacunar (mas de 10° UFC/pulmdn). Por el contrario, la
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inmunizacion con el LPS de B. parapertussis si resultd ser efectiva frente a B.
parapertussis (Figura 40-B), encontrando que tanto el tratamiento con 1 pg como con
1,5 ug confieren proteccién. Para las dos dosis ensayadas los recuentos resultaron ser
aproximadamente 5 érdenes de magnitud menores que los de la condicién control

(p<0,001).

En base a estos resultados y teniendo en cuenta los resultados in vitro que
muestran el rol de los anticuerpos en la induccién de la fagocitosis mediada por los
PMN mas arriba descripta, decidimos evaluar si la proteccién conferida por el LPS de B.
parapertussis contra si misma se debe, al menos parcialmente, a una respuesta
humoral mediada por anticuerpos. Para tal fin se vacunaron animales con LPS de B.
parapertussis (1,5 pg/dosis) segln el plan de inmunizacion ya descrito y a los 14 dias
de la segunda dosis se colectaron muestras de sangre para obtener sueros inmunes.
Estos sueros, luego de ser titulados, fueron utilizados para ensayos de inmunizacién

pasiva que consistieron en la administracion intraperitoneal del suero inmune (200 pl).

Desafio con B. parapertussis
8,00
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0,00
Control Suero LPS B.
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Figura 41. Rol de las respuesta humoral en la proteccidn conferida por el LPS
de B. parapertussis. A partir del suero de animales inmunizados con 1,5ug de
LPS de B. parapertussis de realizd la inmunizacion pasiva de un grupo de
ratones naive mediante inyeccidén intraperitoneal con 200 pl del suero
colectado. Transcurridas 24h se procedid al desafio intranasal de los mismos
con una suspensiéon de B. parapertussis de 5x107 UFC/40 pl. Los resultados
presentados corresponden al logaritmo del recuento de colonias obtenido a los
7 dias del desafio. Como control se utilizé un grupo de animales tratados con el
suero de animales naive. (*) p<0,001 vs control.
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A las 24 h de inmunizados, los ratones fueron desafiados con una suspensién de B.
parapertussis conteniendo 5x107 UFC/40 pl y los 7 dias post desafio evaluamos la
proteccion mediante recuento de colonias en pulmén. Como control negativo de
proteccidon empleamos ratones tratados con suero proveniente de animales naive. Los
resultados alcanzados se presentan en la Figura 41. Alli se puede observar claramente
qgue los animales que recibieron el suero inmune presentan un nimero de bacterias en
pulmén cinco veces menor que el encontrado en los animales control. Estos resultados
indican que la proteccién conferida por el LPS de B. parapertussis estaria mediada por

anticuerpos confirmando los resultados alcanzados por otros autores in vitro.

DISCUSION

En el presente capitulo nos propusimos evaluar el rol del LPS como un posible
inmundgeno protector. A la fecha se ha demostrado que el reconocimiento de esta
molécula es importante para el establecimiento de la respuesta frente al proceso
infeccioso mediando el reclutamiento de neutroéfilos [123] como adyuvante vacunal en
diferentes formulaciones por su gran capacidad para estimular la respuesta inmune
[54, 214] y, en el marco de esta Tesis, como agonista Toll en la inmunidad innata de
mucosas. Sin embargo el estudio del LPS como inmundgeno protector ha sido poco
estudiado por su asociacién con posibles efectos adversos ya que se trata de una

endotoxina.

De esta manera evaluamos la capacidad protectora del LPS de B. pertussis en el
marco de un plan de inmunizacién ya puesto a punto en nuestro laboratorio frente a
las dos especies de mayor relevancia epidemioldgica para coqueluche: B. pertussis y B.
parapertussis. Mediante los ensayos realizados pudimos evidenciar que el LPS de B.
pertussis no es capaz de proteger frente a ninguna de las dos especies de interés. Por
el contrario, al repetir los ensayos utilizando LPS purificado de B. parapertussis
encontramos que el mismo es capaz de conferir proteccién frente a ella misma,
aungue no da proteccion cruzada con B. pertussis. Estos resultados se correlacionan

con los reportes que indican que el Antigeno O de la molécula de LPS es el responsable
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de respuesta inmune protectora desencadenada frente a la inmunizacién con LPS de

diferentes origenes [209, 210, 215].

Los resultados aqui presentados fueron la base de un desarrollo realizado por
nuestro grupo sobre una nueva vacuna basada en vesiculas de membrana externa que
protege no sélo contra B. pertussis sino contra B. parapertussis. Los resultados
alcanzados han sido objeto de varias publicaciones [206, 216] y de una patente

internacional en tramite (patente PCT/1B2014/060143).

121






DISCUSION GENERAL
Y CONCLUSIONES






MARIA EUGENIA ZURITA. TRABAJO DE TESIS DOCTORAL 2015

Durante la mayor parte de la historia humana, las enfermedades infecciosas
constituyeron la principal causa de muerte, aparte de las ocasionadas por la guerra.
Con la invencidn de las vacunas, por un momento parecié haberse derrotado a las
enfermedades infecciosas, sin embargo aun quedan dolencias de vieja data por

controlar y/o erradicar.

La primera evidencia escrita relacionada con los procesos de vacunacion data del
siglo XI y se encuentran en la literatura china. Existen dos textos “El tratamiento
adecuado de la viruela” y “El espejo dorado de la Medicina” que describen diferentes
formas de inoculacién antivaridlica en la que se explica cdmo se puede prevenir el
contagio de viruela inoculdandose con pus proveniente de pacientes que habian
contraido la enfermedad. Esta practica era relativamente comun y constituia una
practica surgida de la necesidad de evitar esta enfermedad que causaba epidemias de
gran envergadura Sin embargo esta medida no estaba exenta de riesgos pues
aproximadamente el 3% de las personas inoculadas contraian la enfermedad. De
hecho las condiciones en las que se comenzd a practicar esta “variolizacién” tuvo
desastrosas consecuencias en algunos lugares ya que la incorrecta inoculacién que se
hacia en aquella época ocasion6 que algunas personas fueran contagiadas de viruela o
incluso de sifilis en aquellos casos en los que el pus provenia de personas con esta
enfermedad. Mas alla de estos aspectos indeseables, la “variolizacion” constituye el
primer intento de la humanidad por evitar las enfermedades infecciosas. Pero fue
Edward Jenner quien diseiid en Inglaterra la primera vacuna contra la viruela. De
hecho la palabra vacuna surge precisamente de sus trabajos. En las comunidades
donde Jenner trabajaba como médico existia una enfermedad de las vacas llamada
Vaccina o viruela de las vacas. Esta enfermedad produce erupcién en las ubres de estos
animales semejante a las que produce la viruela humana. Jenner observd que las
lecheras de estos lugares raramente enfermaban de viruela y pensé que esto podria
deberse al contacto con las vacas infectadas que las protegia de la viruela humana.
Jenner evalud esta hipdtesis en 1976 a través del siguiente experimento: extrajo pus
de una lechera que se habia contagiado con la “viruela buena”, la viruela de las vacas,
y la inoculd a un nifio pequeio sano y estudié como se desarrollaba el nifio durante los

dias siguientes a la inoculacién. Tras mostrar leves sintomas de molestias el nifio se
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repuso rapidamente. Posteriormente el médico inglés inoculé al nifio con pus de un
enfermo de viruela humana, el resultado fue que el nifio no enfermd aunque en el

lugar de la inoculacidn si se desarrollé una lesion tipica de la viruela.

El método de las ordefiadoras experimentado por Jenner tenia ventajas sobre la
variolizacidon como la practicaban los chinos porque esta vacuna no ocasionaba riesgo
de muerte ni era foco de contagio a través de las personas vacunadas. Por ello en
algunos textos y cartas Jenner recomendaba esta prdctica para que los padres

inocularan a sus hijos pequenos.

Casi dos siglos después, en 1979 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
declard erradicada la viruela en todo el mundo gracias al uso de vacunas como las
disefiadas por Jenner. Los estudios de Jenner, ademds de su importancia respecto de la
viruela y la vacunacién, dejaron en claro que la pre-inoculacion con un agente
potencialmente infeccioso podia prevenir de posteriores infecciones y en el siglo XIX

este método era ya cominmente realizado en Europa y Norte América.

La evolucién de las vacunas desde la variolizaciéon y la vacunaciéon contra la
viruela ha implicado numerosos avances en la microbiologia e inmunologia lo que ha
llevado al desarrollo de numerosas vacunas. Asi hoy en dia las vacunas se clasifican
como vacunas viricas y bacterianas; y a su vez, cada una de ellas se dividen en dos
grupos: a) vacunas de microorganismos vivos atenuados y b) vacunas de
microorganismos muertos o inactivados. Estas ultimas a su vez se clasifican en enteras,
cuando contienen el virus o la bacteria completa, y de subunidades cuando lo que
contienen son antigenos secretados o fracciones viricas o bacterianas de distinta

naturaleza (Tabla 2).
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Tabla 2 Clasificacion microbiolégica de las vacunas

VIRICAS Vivas atenuadas Inactivadas (muertas)
Virus enteros Varicela Rabia

Fiebre amarilla Gripe

Polio oral Sarampion Polio parenteral

Rubéola Hepatitis A

Parotiditis Encefalitis japonesa
Subunidades Gripe

Hepatitis B

BACTERIANAS Vivas atenuadas Inactivadas (muertas)
Células enteras BCG Colera parental

Colera oral Tos ferina

Tifoidea oral

Subunidades Toxoides Difteria
Tétanos
Polisacaridos Simples Meningococo A,C,Y, W 135

Neumococo 23-valente

Conjugadas Hib conjugada
Meningococo C
Neumococo 7-valente

Acelulares Pertussis acelular

A pesar de todos los avances hechos en materia de vacunas, muchas
enfermedades infecciosas siguen siendo un problema para los sistemas de salud por
sus altas tasas de morbilidad y/o mortalidad a nivel mundial. En algunos casos se debe
a la falta de una vacuna aceptable y en otros a la necesidad de mejorar las que ya
existen. Dentro de las enfermedades inmunoprevenibles entre las peores controladas
se encuentra la tos convulsa o pertussis. Esta enfermedad infecciosa aguda de las vias
respiratorias, causada principalmente por Bordetella pertussis y también por B.
parapertussis, no sélo no se ha podido erradicar pese al uso masivo de vacunas desde
los afos cincuenta, sino que en la actualidad ha resurgido. Para ejemplificar esta
situacion epidemioldgica de resurgencia basta con revisar los datos registrados en los
ultimos afios en distintos paises. En Estados Unidos y en particular en el estado de
California el numero de casos de pertussis notificados en el 2010 fue de 9.477 casos, el
mas alto en 65 afios desde 1945, cuando se registré un total de 13.492 casos. En otros
estados como Washington, en el afio 2012 se registré un brote fuera de escala con mas
de 1.300 casos, la mayoria de ellos (72%) en menores de 13 afios. Argentina no es

ajena a esta situacidon ya que viene registrando un aumento sostenido de casos desde
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el afio 2002, con brotes de envergadura en diferentes provincias. En particular en el
ano 2011 se registré un brote epidémico en todo el pais con mas de 8.300 casos
notificados y 76 muertes en nifios menores de 6 meses de edad
(www.snvs.msal.gov.ar). Particularmente, nuestro laboratorio como Laboratorio
Nacional de Referencia (LNR), ha contribuido a este registro realizando los test
diagndsticos especificos sobre mas de 15.000 muestras clinicas, obteniendo resultados

positivos que fueron incrementandose afio tras afio.

La situacidn epidemioldgica actual marca la necesidad de revisar las estrategias
de control que hoy se emplean. En particular existe preocupacion respecto de la corta
duracion de la inmunidad conferida por las vacunas que oscila entre 5y 10 afios y de Ia
composicidon de las mismas ya que estdn constituidas por cepas o componentes que
divergen antigénicamente de los de la poblaciéon bacteriana circulante. Estas

diferencias alélicas parecerian agravar la situacion de re emergencia de la enfermedad.

Frente a esta situacion, la aplicacién de nuevas estrategias de control y/o el
desarrollo de nuevas vacunas mas efectivas resulta urgente. Respecto al desarrollo de
vacunas entre otras cosas se requiere de la profundizacién del conocimiento del
proceso infeccioso siendo fundamental el entendimiento no sélo de los mecanismos
de patogenia sino también de los mecanismos inmunoldgicos involucrados en la
defensa del huésped y la resolucion de la infeccidn. En el marco de este trabajo de
Tesis decidimos abordar el estudio de los procesos que intervienen en el fendmeno
StIR, el cual fue recientemente descripto por nuestro grupo en el marco de la infeccidon
por B. pertussis. Este fendmeno constituye un modelo muy interesante de ser
estudiado ya que el mismo desencadena la eliminacion del patégeno del huésped en

un muy breve lapso de tiempo.

El fendmeno StIR fue descripto hace pocos afios en el marco de infecciones
respiratorias como un fendmeno de activacion de la respuesta antimicrobiana de vias
aéreas con capacidad de interrumpir el curso de infecciones por agentes etioldgicos
diversos tales como Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y Aspergillus
niger [78, 79]. En estos sistemas se obtuvieron las primeras evidencias de la capacidad
del sistema inmune innato de evitar infecciones letales en respuesta a la estimulacién

exacerbada de la mucosa respiratoria. Los trabajos originales de Tuvim, Evans y
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colaboradores empleaban un lisado de H. influenza para inducir el StIR [78-80]. Este
tratamiento implica la estimulacion de multiples vias de activacion de la respuesta
innata, potenciales disparadores del fendmeno de StIR. En trabajos posteriores,
establecieron que en sus sistemas de trabajo, la funcionalidad del adaptador de TLRs
MyD88 es clave para la ocurrencia del fendémeno de StIR, aunque no lograron provocar
el fendmeno por estimulacién de distintos agonistas TLR en forma aislada [82, 217,
218]. Sin embargo, la administracién conjunta de Pam3Cys y CpG, agonistas de TLR-2/6
y TLR-9, lograba emular el fendmeno StIR. En este trabajo usaron como agonista de
TLR-4 al monofosforil lipido A (MPL), agonista parcial de TLR-4 que depende del
adaptador TRIF [219]. Resulta importante destacar que en el caso de B. pertussis, el
fendmeno StIR resulta ser dependiente de la funcionalidad de TLR-4 [17]. Estos
resultados estan de acuerdo con la importancia del receptor TLR-4 en control de la
infeccion por B. pertussis [123] y en el establecimiento de una respuesta inmune

protectora [52-54, 56].

Para profundizar la caracterizacién del fendmeno StIR en nuestro laboratorio
comenzamos evaluando la cinética de la respuesta frente al tratamiento con el
agonista TLR-4, para lo cual trabajamos sobre el modelo de infeccion en ratones ya
puesto punto en nuestro laboratorio. Mediante los ensayos de colonizaciéon pudimos
evidenciar que la estimulaciéon de la via TLR-4 es efectiva en la eliminacién de B.
pertussis no solamente cuando el fendmeno es desencadenado previo a la infeccion,
sino que también es capaz de inducir la eliminacion de la bacteria una vez establecida
la misma. Interesantemente, pudimos observar que, en concordancia con lo observado
el marco del StIR para otros patégenos [78], la eliminacidn completa de B. pertussis de
los pulmones del huésped se hace evidente ya a las 2 h luego de la estimulaciéon con el

LPS.

El andlisis del perfil de expresidn de un panel de quimoquinas y citoquinas
inflamatorias claves en la defensa antimicrobiana como IL-6, IL-1B y CXCL2 en distintas
zonas del arbol respiratorio, permitieron evidenciar que las tres zonas analizadas
narinas y vias de conduccion superiores, traquea y pulmén responden frente al
tratamiento con LPS. Estas moléculas participan activamente en la defensa frente a B.

pertussis, siendo importantes para el establecimiento de mecanismos de la inmunidad
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innata y adaptativa en respuesta a la infeccion [220-222]. El nivel de respuesta para las
diferentes areas se condice con lo esperado, siendo mas leve en las vias aéreas
superiores, que son menos respondedoras por estar continuamente expuestas a la
flora normal, mientras que a nivel de pulmén, donde no deberian encontrarse

microorganismos, la respuesta es mas exacerbada [223].

En el contexto de la infeccion por B. pertussis ha sido reportado previamente que
los neutrdfilos son reclutados al pulmén y que para las 6 h post-infeccién son la
poblacién mayoritaria en la cavidad broncoalveolar [123, 131]. Mas auln, trabajos
previos en nuestro grupo con animales TLR-4 deficientes permitieron demostrar que
este reclutamiento es dependiente de la activacion de la via Toll 4. Los resultados
obtenidos en el marco del StIR inducido por LPS son coincidentes con reportes previos
respecto del reclutamiento de la poblacidon neutrofilica [224, 225]. Sin embargo
contrariamente con lo que esperabamos encontramos mediante ensayos de deplecién
de esta poblacién celular que la misma pareciera no tener un rol en la eliminacién de
B. pertussis en el StIR inducido por el LPS. Resultados similares fueron obtenidos en el
marco del StIR inducido en S. pneumoniae por el tratamiento con NTHi, donde se logré

desestimar la accion de neutrofilos y macréfagos [217].

La rapidez con que el LPS es capaz de eliminar a B. pertussis del huésped nos hizo
pensar que el fendmeno StIR para B. pertussis es mediado por la estimulacién de
mecanismos ya presentes en el huésped. Bajo esta hipdtesis decidimos evaluar la
ocurrencia de mecanismos de secrecion de sustancias antimicrobianas como las
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS). Las especies reactivas del
oxigeno y del nitrégeno han sido descriptas con capacidad antimicrobiana a nivel de las
vias aéreas. Mds aun se ha podido determinar que a nivel de pulmdn existe una
produccion basal de H;0,, asociada a la presencia del complejo enzimatico DUOX a
nivel del epitelio respiratorio, la cual se incrementa en respuesta a un proceso
inflamatorio pudiendo incluso ser determinada en el aire espirado del individuo
afectado [226, 227]. Los resultados obtenidos durante el desarrollo de mi trabajo de
Tesis nos permitieron identificar por primera vez en el marco del fendmeno StIR la
produccién de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno. Estas sustancias fueron

propuestas en el marco del StIR para otros patégenos, junto con la secrecion de
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péptidos antimicrobianos, pero sin llegar ponerse en evidencia su rol en los modelos in

vivo [217].

Por otra parte, los resultados obtenidos respecto del poder bactericida de las
especies reactivas del oxigeno in vivo sobre B. pertussis constituyen un mecanismo
novedoso en si mismo puesto que no existian hasta fecha reportes claros de la
susceptibilidad de B. pertussis a este mecanismo. Resulta interesante resaltar que a
diferencia de lo observado respecto del reclutamiento de neutréfilos, la produccién de
agua oxigenada frente a la infeccidn es significativamente menor que la encontrada en
el BAL de los animales estimulados con LPS. Estos resultados diferenciales podrian
deberse en parte a la conocida modulacion de la respuesta inmune que ocurre durante
la infeccion [8, 132]. Mas alld de la diferencia con la infeccidn, es clara la relacion
directa entre los niveles de ROS y la estimulacién StIR mediada por el LPS. Los ensayos
in vivo realizados en presencia de un antioxidante como el NAC, que anula la
eliminacion de B. pertussis del huésped inducida por el LPS, confirman el rol del ROS en

el fendmeno StIR.

Finalmente mediante el estudio in vitro de la respuesta al LPS de los macroéfagos
alveolares y las células epiteliales pudimos corroborar que, en principio, ambas
poblaciones celulares tendrian la capacidad de mediar el fendmeno evidenciado in
vivo. A pesar de las limitaciones propias del reduccionismo del modelo in vitro
encontramos que en respuesta a la estimulacion de la via TLR-4 los macréfagos
alveolares incrementan la concentracion de ROS tanto en el compartimento
intracelular como en el extracelular, pudiendo llegar a inducir parcialmente la muerte
de B. pertussis co-incubada con las mismas. Estudios previos han demostrado que el
dafio tisular frecuentemente observado a nivel de pulmén en diversas enfermedades
inflamatorias se debe en parte a la sobreproduccién de mediadores inflamatorios

activados via NF-kB en respuesta a la produccién de ROS por el LPS [156, 228, 229].

Por su parte el modelo de células epiteliales elegido nos permitié poner de
manifiesto su capacidad de incrementar su concentracién de ROS intracelular.
Resultados similares en estas células han sido observados en marco de trabajos con P.
aureginosa, en cuales pudieron evidenciar que en respuesta al tratamiento con LPS

purificado del misma se incrementa la produccion de ROS, siendo el mismo
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proporcional al tiempo de estimulacién [230]. Este fendmeno resulta interesante en el
marco de la infeccién por B. pertussis debido a que ha sido descripto para este
patégeno la capacidad de invadir las células del epitelio respiratorio mediante en
reconocimiento de zonas especializadas Ilamadas lipid raft, lo que constituiria un
mecanismo de persistencia para el microorganismo [174-176]. Los resultados
obtenidos por nosotros ponen de manifiesto que la estimulaciéon de la via de

sefializacion TLR-4 logra reducir la sobrevida intracelular de B. pertussis.

En su conjunto el trabajo realizado contribuye en el conocimiento de los
mecanismos por los cuales B. pertussis puede ser eliminada del aparato respiratorio,
otorgandole una relevancia central a la produccion de las especies reactivas del
oxigeno por las poblaciones celulares presentes en el pulmdn naive. El fendmeno StIR
caracterizado, aunque no constituya en si mismo una alternativa aplicable para el
tratamiento de la tos convulsa, proporciona herramientas validas a tener a en cuenta

al momento de mejorar las vacunas actuales.

En este trabajo de Tesis he abordado también un aspecto poco profundizado en
el drea de vacunas contra B. pertussis referido al rol del LPS como inmundégeno
vacunal. Nuestros resultados alcanzados en el modelo de desafio intranasal muestran
sin lugar a dudas que el LPS de B. pertussis es un inmundgeno no protector frente a las
especies B. pertussis y B. parapertussis, de relevancia epidemioldgica. Contrariamente,
nuestros ensayos evidenciaron que el LPS de B. parapertussis es capaz de inducir
proteccion activa y pasiva contra B. parapertussis. Este resultado es sumamente
interesante por un lado porque evidencia que el LPS de B. parapertussis o un andlogo
podria ser empleado como inmunégeno contra esta especie para la cual no existe
ninguna formulacion protectora y por otro porque la toxicidad inducida por este LPS es
muy baja comparada con la inducida por el LPS de B. pertussis. De hecho nuestro
laboratorio estd explotando estos resultados y ya ha logrado formular una vacuna
eficaz no solo contra B. pertussis sino contra B. parapertussis (patente

PCT/I1B2014/060143).
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Perspectivas

Entre las perspectivas de los trabajos realizados en esta Tesis se encuentra la
continuacion de los estudios in vitro realizando co-cultivos con las poblaciones
celulares que hemos identificado cumplen un rol en el fenédmeno StIR. Estos co-cultivos
los realizariamos empleando distintos esquemas de trabajo en presencia y ausencia de
LPS y de NAC en distintas combinaciones, para corroborar mas claramente la funcion

de las mismas en el fendmeno StIR.

Por otra parte pensamos analizar cual es la estructura del LPS que resulta
esencial para desencadenar el fendmeno de StIR. Para ello contamos con un panel de
cepas de B. pertussis que presentan alteraciones en la estructura del LPS bien definidas

y conocidas.

Estas moléculas también nos ayudarian a seguir profundizando sobre los
mecanismos que pueden llevar a la eliminacién de B. pertussis a través de ensayos
comparativos entre estructuras de LPS que llevan al fenédmeno StIR con las que no. De
esta manera, podriamos seguir contribuyendo con la comprensién de mecanismos con
potencial relevancia para el disefio de estrategias de inmuno-intervencion frente a B.
pertussis. Asimismo, esperamos poder relacionar los aspectos de la respuesta
adaptativa protectiva con los efectores finales que participan en la eliminacién

bacteriana.

Por otra parte, aun quedan diversos aspectos por discriminar respecto de la
utilizacion de agonistas de TLR-4 en los protocolos de vacunacién. En principio
esperamos poder avanzar también en los estudios sobre los efectos adyuvantes de LPS

de B. pertussis y B. parapertussis con vistas de luego poder usar analogos no toxicos.
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Medios y condiciones de cultivo

Los stock bacterianos de B. pertussis y B. parapertussis se conservan como una
suspensiéon en el medio sintético de Stainer-Scholte (SS) a —202C en presencia de
glicerol 50 % v/v. A partir de estos stock las cepas de Bordetella spp. utilizadas se
cultivaron a 37 2C durante 72 h en placas de Petri conteniendo el medio Bordet
Gengou suplementado con sangre desfibrinada de carnero al 10 % v/v (BGAS).
Transcurridas las 72 horas del primer cultivo se efectia un subcultivo en el mismo

medio durante 24 horas.
A continuacidn se detalla la composicion de los medios de cultivo:

Agar Bordet — Gengou Sangre (BGAS).

Agar Bordet-Gengou comercial (Difco®) 15 g/l cultivo
Peptona (Difco®) 10 % p/v
Glicerina 1%v/v

Una vez esterilizado se suplementa con 10 % v/v de sangre de carnero.

Stainer- Scholte (SS)

Glutamato de sodio monohidrato 10.7 g/|
L- Prolina 0.24 g/l
NaCl 2.50 g/l
KH2PO4 0.50 g/I
KCl 0.20 g/|
MgCl,. 6 H,0 0.10 g/I
CaCl,.6 H,0 0.02 g/|
Tris-HCI 1.52 g/l

Se lleva pH 7.2 con una solucién de HCl concentrado y se esteriliza 15 minutos a

1219C. Luego se le adiciona el complemento esterilizado por filtracién.

Complemento (20 ml 1000X)

L-Cisteina 800 mg
FeS04.7H;0 200 mg
Ac. Ascorbico 400 mg
Ac. Nicotinico 80 mg
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HCl) 2 ml

Se lleva a volumen final con H,0 destilada.

Aislamiento del lipopolisacarido de Bordetella

El lipopolisacarido (LPS) de las bacterias fue purificado por el método de
extracciéon con fenol-agua en caliente [231, 232]. Brevemente, el microorganismo
correspondiente fue crecido durante 72 h a 372C en agar Bordet Gengou (Difco)
suplementado con 10 % de sangre desfibrinada (medio BGAS), luego las colonias
fueron plaqueadas en medio BGAS durante otras 24 h. El cultivo crecido en medio
solido se utilizd para inocular un cultivo liquido de Stainer-Scholte por 20 h a 3629C
hasta que el cultivo alcanzé la fase exponencial tardia. La biomasa obtenida se separd
del medio de cultivo mediante centrifugacion a 8000 g por 30 minutos y luego fue
resuspendida en Buffer fosfato (PBS: KH2PO4 0,428 g/I, NaHPO4 1,39 g/l, NaCl 7,2 g/l
pH 7,4). A continuacion se realizé la extraccion mediante agregado de Fenol acido en
una proporcion 1:1 con el buffer fosfato. La mezcla de homogeneizd e incubé por 15
minutos en un bafo a 602C y luego se incubd por otros 15 minutos en hielo.
Finalmente se realizé una centrifugacién a 42C por 30 minutos a 8000 g conservando la
fase acuosa en la que se encuentra el lipolisacarido. Las muestras obtenidas fueron
dializadas frente a agua bidestilada y se incubaron con pronasa (2 mg ml?) durante
toda la noche a 379C. La cuantificacion de las mismas se realizd6 mediante medidas de

peso seco de las muestras liofilizadas.

La visualizacion de la calidad de las muestras de LPS obtenidas se determind
mediante corridas electroforéticas en geles SDS-PAGE. Para lo cual a una alicuota de
cada muestra se le agregd Buffer Laemmli (Dodecil sulfato de Sodio (SDS) 8 % p/v,
Glicerol 20% v/v, EDTA 0,004 M, Tris-HCI 0,2 M, pH 6,8, 0,01 % de azul de bromofenol),
se ebullé por 10 minutos y fue sonicada por 15 minutos. Las muestras asi obtenidas se

sembraron en geles de poliacrilamida 15 % p/v con SDS.

Electroforesis en SDS-PAGE y Tincidn de LPS

Las corridas electroforéticas se realizaron en geles de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes de acuerdo a la metodologia descripta por Laemmli
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[233]. El gel de apilamiento o stacking se prepard en una concentracion de 4 % de
poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 30:0.8) en buffer Tris-HCI 1M a pH 6.8 y SDS 10
% p/v, mientras que el gel de separacién se prepard en una concentracion de 15 % de
poliacrilamida (acrilamida : bisacrilamida 30:0.8), con TrisHCI 1M a pH 8.8 y SDS 10 %
p/v. Las corridas se realizaron en equipos Miniprotean Il (Bio-Rad) durante 60 a 90
minutos a 100 volts utilizando como buffer de corrida Glicina 0.37 M, SDS 10 % p/v,
Tris-HCI 0.05M pH 8.3. Una vez finalizada la corrida, los LPS se visualizaron mediante
una tincién de plata segln se describe a continuacion. El gel fue fijado durante al
menos 2 horas en solucién de acido acético 5 % v/v en etanol 40 % v/v: luego se incubd
en solucion de acido periddico 0,7 % p/v durante 10 minutos con el fin de oxidar a los
grupos OH adyacentes que se encuentran en los azucares del LPS . Luego se realizaron
5 lavados con agua bidestilada de 5 minutos cada uno para retirar el oxidante
excedente. Posteriormente se realizé la coloracién con una solucién de plata al 10 %
v/v (Bio-Rad). Transcurridos 10 minutos se realizaron seis lavados de 5 segundos cada
uno con agua bidestilada y se procedio al agregado del desarrollador 1.5 % p/v (Bio—
Rad). El gel se incubd con dicha solucidon hasta aparicién de color en las bandas
correspondientes a los LPS presentes. La reacciéon se detuvo con acido acético 5% v/v.
El registro de los resultados se realizé mediante fotografia de los geles con una camara

digital bajo iluminacién blanca.

Caracterizacion in vivo del fenomeno StIR empleando el
modelo murino de infeccidn intranasal

1-Cepas de animales

En este trabajo se emplearon distintas cepas murinas: Balb/C, C3H/Hel y
C3H/HeN. Estas dos ultimas cepas poseen el mismo background genético pero a
diferencia de los C3H/HeN, empleados como control, la cepa C3H/Hel es deficiente en
la funcionalidad del receptor TLR-4. Los animales de la cepa C3H/Hel poseen una
mutacion puntual en el gen que sustituye un residuo conservado de prolina por un
residuo de lisina [234] en el dominio de intracitoplasmatico del receptor TLR-4 En

todos los casos se emplearon animales hembras de 4 a 6 semanas de edad.
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2-Ensayos de infeccion

Para realizar estos ensayos se emplearon la cepa B. pertussis Tohama | (CIP 8132,

Collection de I'Institut Pasteur, France) y la cepa de B. parapertussis AR729.

En todos los ensayos la infeccién fue realizada por via intranasal con
suspensiones bacterianas ajustadas a 5x107 UFC/ 40 ul. Los animales fueron
anestesiados con isofluorano e infectados de modo que el indculo de infeccion fue
distribuido equitativamente entre ambas narinas. En los grupos de animales que
fueron tratados con LPS, éste se adiciond al indculo bacteriano de infeccién en una
dosis de 1 ug de LPS de B. pertussis/dosis. Las dosis bacterianas empleadas fueron

dosis subletales.

. Para verificar el nUmero de bacterias presentes en el indculo, se realizaron
diluciones seriadas de la suspensién bacteriana, se plaquearon en BGA y luego de 3-4

dias de incubacion a 3729C se efectud el recuento de bacterias viables.

3-Tipos de muestras colectadas

A-Muestras para analisis de colonizacion bacteriana

El efecto de cada tratamiento en la colonizacién de B. pertussis en pulmon fue
evaluado por recuento en placa BGA de la carga bacteriana pulmonar al tiempo
indicado segun el ensayo. Para ello, animales infectados como se describid
anteriormente, fueron sacrificados por dislocacién cervical y los pulmones fueron
recolectados y homogeneizados en 1 ml de PBS estéril. El homogenato fue diluido en
forma seriada y distintas diluciones fueron plaqueadas en BGA e incubadas durante 4
dias a 37°C. Al cabo de este tiempo, se analizd el nimero de UFC provenientes de

pulmon. Por condicion fueron empleados 5 animales en todos los ensayos realizados.

B-Muestras para analisis de expresion génica

A partir de animales naive, infectados con B. pertussis (5x107 UFC/40ul) o
tratados con LPS (1 pg) se colectaron, luego de 2 horas de tratamiento, muestras
correspondientes a narinas y vias de conduccion distales, traquea y pulmén. Las
mismas fueron conservadas en buffer de lisis para la extraccion de RNA a -802C hasta

su procesamiento.
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Obtencion de muestras por Microdiseccion laser

Para estos ensayos los pulmones de los animales fueron embebidos en OCT y
congelados en nitrégeno liquido, luego de lo cual fueron mantenidos a -80°C hasta su
procesamiento. A partir de cada bloque asi obtenido se realizaron cortes histolégicos
de 15 micrones empleando el Criostato Shandon Cryotome de THERMO los cuales se
depositaron sobre membranas para microdiseccion (Membrane Slides PEN-Membrane

2,0 um, Leica, Alemania).

Los cortes histolégicos fueron tefiidos en condiciones libres de RNAsa de la
siguiente manera: Etanol 70% x 30 segundos, hematoxilina férrica x 30 segundos, y dos

lavados de 1 minuto con etanol 95% y etanol 100% respectivamente.

La diseccion del tejido fue realizada con el Sistema de Microdiseccion de la marca
LEICA Modelo LMD6000 vy las fracciones celulares definidas: bronquios, bronquiolos y
parénquima pulmonar fueron recolectadas en 20 ul de buffer de lisis para la posterior

extraccion de RNA.

C-Muestras para analisis histopatoldgico de pulmoén
Para estos ensayos los pulmones de los animales fueron embebidos en formol al
4 %, luego de lo cual fueron mantenidos a 4°C hasta su procesamiento. A partir de

cada bloque asi obtenido se realizaron cortes histoldgicos.

Los cortes histoldgicos fueron tefidos de la siguiente manera: Etanol 70 % 30
segundos, hematoxilina férrica 30 segundos, dos lavados de 1 minuto con etanol 95 %
y etanol 100 % respectivamente. Se obtuvieron imagenes de los cortes histoldgicos

utilizando una camara fotografica asociada a un microscopio éptico NIKON.

D-Muestras de lavado broncoalveolar

Para estos ensayos los animales fueron sacrificados por administracion
intraperitoneal de dosis apropiadas del compuesto comercial EUTHANYLE®, segln
indicaciones del proveedor. El lavado broncoalveolar (BAL) se realizd por canulacion de
la traquea e introduccion y aspiracion de 1 ml de PBS 1% BSA estéril. Este proceso fue

repetido tres veces.

En las muestras colectadas para analisis de poblaciones celulares por citometria
de flujo se utilizé buffer de lisis Acetato de K durante tres minutos a temperatura
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ambiente para eliminar la contaminacién por células rojas. El recuento de celular fue

realizado en cdmara de Neubauer’s.

Las muestras de BAL colectadas para la determinacion de ROS/NOS fueron
centrifugadas a 640 g por 15 minutos, luego de lo cual se realizd la determinacién

correspondiente a partir del sobrenadante.
4-Determinaciones realizadas

A-Experimentos de expresion génica
Obtencion de ARN

Todos los experimentos de expresion génica se realizaron a partir de ARN total
de la muestra de interés. El ARN total fue obtenido mediante utilizacion del Kit
Nucleospin RNAIl (Macherey-Nagel, Germany) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La cuantificacion del ARN obtenido fue realizada por medida de
absorbancia a 260 nm usando el espectrofotémetro ND-1000 NanoDrop. La medida
A260/280 se empledé para determinar la pureza de las muestras que fueron

almacenadas a -80°C hasta ser procesadas.

Obtencion de cDNA

La sintesis de cDNA fue realizada empleando 500 ng de RNA por muestra,
utilizando random primers (Invitrogen) y la transcriptasa reversa MMLV-RT
(Invitrogen), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Brevemente, el ARN y
los random primers son mezclados e incubados a 65°C durante 5 minutos y luego
colocados inmediatamente en hielo hasta la incorporacién de la enzima, el buffer de
reaccion y los dNTPs. Para preservar la integridad del ARN se emplearon inhibidores de
RNAasas (RNAsa out Invitrogen). La transcripcidon reversa se realizdé en la cicladora
térmica Mastercycler eppendorf de acuerdo al siguiente protocolo: 10 minutos a 252C,
90 minutos a 422C para la transcripcién reversa y 15 minutos a 909C para la

desnaturalizacién enzimatica.

Medida de los niveles de expresion génica por PCR cuantitativa (Real Time PCR)
La reaccién fue realizada empleando SYBRgreen master mix 2X (Invitrogen) y
diluciones 1/20 del cDNA. Todas las muestras, incluidos los controles negativos

empleando agua en lugar de cDNA, fueron corridas en duplicados. La reaccion fue

142



MARIA EUGENIA ZURITA. TRABAJO DE TESIS DOCTORAL 2015

llevada a cabo en el equipo MyiQ™- Single color realtime PCR detection system (Bio-
Rad) de acuerdo al siguiente protocolo: 2 minutos a 50°C y 10 minutos a 95° seguido
por una amplificacién de 40 ciclos con 1 minuto de annealing/ extensiéon a 60°C y 15
segundos a 95° para desnaturalizacion. Al final de la corrida se realizé una curva de
melting para controlar la calidad de los amplicones obtenidos. El software empleado

fue Bio-Rad iQ5™ version 2.0.

Los datos fueron analizados haciendo el calculo de AACt normalizando los niveles
de expresidn de todos los genes respecto de los niveles de expresién de 3-actina [208].
Los resultados fueron expresados como incremento relativo (2 ™2%) respecto de los

valores correspondientes a los controles.

Los primers empleados se disefiaron utilizando el Software Primer Express

(Applied Biosystems, USA) y las secuencias correspondientes son las siguientes:

Gen forward reverse
B actina CGTCATCCATGGCGAACTG GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT
(murino)

IL-6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCAT
(murino) ACA

IL-1B AATCTATACCTGTCCTGTCCTGTGTAATGA | TGGGTATTGCTTGGGATCCA
(murino) | AAGAC

CXCL2 CCCTCAACGGAAGAACCAAA CACATCAGGTACGATCCAGGC
(murino)
B actina CCTGGCACCCAGCACAAT GCCGATCCACACGGAGTACT
(humano)
CXCL2 AAGGTGAAGTCCCCCGGAC GCCCATTCTTGAGTGTGGCT
(humano)

B-Analisis y cuantificacion de células reclutadas al espacio broncoalveolar
Las células obtenidas como se describié anteriormente fueron tefidas con
anticuerpos conjugados a fluorocromos a la diluciéon adecuada, durante 45 minutos a
4°C para analisis por citometria de flujo en el equipo FACSCalibur de Becton Dickinson.
Los anticuerpos utilizados fueron: CD11c (clon N418, hamster IgG, eBioscience), CD11b
(clon M1/70.15, Rat IgG2b, CALTAG LABORATORIOS), Gr-1 (clon RB6-8C5, Rat IgG2b,
eBioscience), Ly-6C (clon AL-21, Rat IgM,k) y Ly6G ( clon 1A8, Rat IgG2a). Para cada

caso fueron empleados los controles de isotipos correspondientes. Para cada muestra
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fueron adquiridos 10.000 eventos en la regién de interés. El analisis de los resultados

fue realizado con el software Flojow © (Tree Star, Inc.).

C-Cuantificacion de ROS

La concentracion de agua oxigenada fue determinada mediante el kit Amplex
Red Hydrogen Peroxide/Peroxidse Assay (invitrogen) segun las indicaciones del
fabricante. El reactivo Amplex® Red en presencia de peroxidasa reacciona con el H,0;
en una proporcidon 1:1 dando el producto fluorescente resorufin. EIl mismo tiene su
maximo de excitacién a 571 nm y de emisiéon a 585 nm. Esta reaccidon permite

determinar concentraciones de agua oxigenada de hasta 50 nM.

Para la determinacién de H,0; en cada muestra de BAL se mezclaron 50 pl de la
misma con 50 pul del reactivo Amplex (Solucién Stock Amplex® Red 10 mM, solucién
Stock de HRP 10 U/ml y Buffer de reaccidn 1X) y se incubd a temperatura ambiente por
30 minutos. A continuacion se determinoé la fluorescencia en FLUOstar OPTIMA (BMG
LABTECH). En paralelo se realizd la curva de calibracion con un patrén de agua

oxigenado provisto por el fabricante.

D-Cuantificacion de NOS

La produccién de especies reactivas del nitrégeno en sobrenadante de BAL fue
estimada mediante cuantificacion de la concentracion de nitritos/nitratos por el
método espectrofotométrico descripto por Miranda y colaboradores, con las
modificaciones propuestas por Beda y Nedospasov [149, 150]. Brevemente, a 20 pl del
sobrenadante de BAL se le adicionan 100 pl del reactivo de Griess (Sulfanilamida al 2 %
en HCI al 5%, N-(1-naftil), N>-dietilendiamina oxalato en agua) y 880 pl de agua. La
mezcla es agitada y luego de 5 minutos se mide la absorbancia a 540 nm. Las

determinaciones se realizan en simultaneo con la curva de calibracion.
5-Tratamientos de deplecion
A-Deplecion de neutrofilos

Los neutréfilos de animales Balb/C fueron depletados mediante administracion
intraperitoneal de ascitis conteniendo el anticuerpo monoclonal anti-Grl de ratén

(clon RB6-8C5). Los niveles de proteina de la ascitis fueron medidos por el método de
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BSA, normalizando por dilucién los distintos lotes de ascitis a una concentracion

proteica de 8 mg/ml.

El esquema de administracion empleado es el siguiente: administracion de 500 ul
de ascitis 24 h previas a la infeccion de B. pertussis. El efecto de la deplecién fue
evaluado por citometria de flujo. Como control se emplearon animales no tratados.

Para cada condicion se emplearon 5 animales.

B-Deplecion de ROS
Para bloquear la produccién de especies reactivas del oxigeno utilizd
antioxidante N-acetil-cisteina (NAC; Fluka). La preparacién de la solucion de NAC se

realizd en todas las ocasiones el mismo dia de su utilizacion.

El tratamiento con N-acetil-cisteina se realizd por administracidon intranasal de
una solucion conteniendo 3,2 pug de NAC (40 pl de una soluciéon de NAC 0,5 mM). En los
grupos tratados con LPS el antioxidante fue coadministrado con el mismo. En los
ensayos de colonizacién el tratamiento con NAC fue realizado 2 h antes de la infeccidn
con B. pertussis (5x107 UFC/40 pl). La inhibicién de los ROS fue confirmada mediante
determinacién de los mismos en el sobrenadante del lavado broncoalveolar como ya

fue descripto.

C-Deplecion de NOS
El bloqueo de la produccidon de especies reactivas del nitrégeno se realizd
mediante inhibicidn de la enzima éxido nitrico sintetasa (NOS) por administracion del

inhibidor Aminoguanidina (5 pg/kg de peso; Sigma).

El tratamiento se realiz6 mediante administracién intraperitoneal del inhibidor 2
h antes de la estimulacion con LPS o de la infeccién con B. pertussis, segun
corresponda. La inhibicion fue corroborada mediante la determinacion de

nitritos/nitratos en el sobrenadante de BAL de los animales.
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Ensayos in vitro empleando la linea celular A549

1-Condiciones de cultivo
Como modelo de células epiteliales de pulmén se utilizo la linea celular humana

(Neumocitos tipo II) A549 (ATCC CCL185). Las células A549 fueron cultivadas en
botellas (Nunc) en medio simple modificado de Dulbecco (DMEM) (Gibco)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor, 100
unidades/ml de penicilina, y 100 mg/ml de streptomicina (Pen/Strep) en estufas a 37
°C, con 5 % de CO2 y 100 % de humedad. Cuando el cultivo alcanzé un 70-80 % de
confluencia, las células fueron removidas con TrypLE™ Express Enzyme (1X) (Life
Technologies) y cultivadas en placas de 24 fosas o 96 fosas, segun corresponda. El
estado del cultivo se tested por observacidon microscépica y recuento de células viables

por exclusion mediante tincion con Trypan blue de fosas elegidas al azar.

2-Ensayos de estimulacion
Para los ensayos de estimulacidon con LPS las células fueron sembradas en placas
de cultivo Nunclon Delta (Nunc) de 24 fosas o 96 fosas 18 h antes de cada ensayo

segln se indica a continuacion:

- Para los analisis de expresidén génica, determinacion de ROS en sobrenadante
de cultivo y ensayos de co-cultivo con B. pertussis, se utilizaron placas de 24
fosas con aproximadamente 1x10° células.

- Para la determinaciéon de ROS intracelular por el método de CM-H,DCFDA se
utilizaron placas de 96 fosas de baja fluorescencia con aproximadamente

2x10% células por fosa.

Cuatro horas antes de realizar la estimulacién con LPS (0,5 ug/300 pl DMEM) el
medio suplementado con SFB y antibidticos fue reemplazado por medio fresco sin

suplementar.

3-Ensayos de expresion génica
La recoleccidon de muestras para la determinacién del nivel de expresiéon génica

se realizd con 100 ul buffer de lisis para extraccion de RNA. Las muestras se

conservaron a -802C hasta su procesamiento, como se indicé previamente.
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Los primers empleados se disefiaron utilizando el Software Primer Express

(Applied Biosystems, USA) y las secuencias correspondientes son las siguientes:

Gen forward reverse
B actina CCTGGCACCCAGCACAAT GCCGATCCACACGGAGTACT
(humano)
CXCL2 AAGGTGAAGTCCCCCGGAC GCCCATTCTTGAGTGTGGCT
(humano)

4-Determinacion de ROS en sobrenadante de cultivo

La concentracién de agua oxigenada en los sobrenadantes de cultivo de las
células epiteliales fue determinada mediante el kit Amplex Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidse Assay (invitrogen) segun las indicaciones del fabricante, como se

indicé previamente.

5-Determinacion de ROS intracelular por el método de CM-H,DCFDA
Para la determinacion ROS intracelular las células A549 fueron estimuladas con
LPS (0,5 pg/300 ul DMEM) por 1 h. A continuacién las fosas fueron lavadas con buffer
PBS-HEPES (1mM) 3 veces, luego de lo cual se las incubd por 30 minutos en la
oscuridad a 372C en presencia de 100 ul de una soluciéon 4 uM de CM-H,DCFDA en
PBS-HEPES. Finalmente se lavaron con buffer PBS-HEPES tres veces. Las fosas

destinadas para control positivo fueron tratadas con agua oxigenada por 15 minutos.

La fluorescencia se determiné mediante microscopia de fluorescencia. Se
compensaron las condiciones de captura de manera tal que la saturacién de pixel en la
camara CCD corresponda al control con perdxido de hidrégeno. Se mantuvieron las
condiciones de captura (aumento 20X, tiempo de integracion, filtros de excitacidén y
factor de ganancia) durante la captura de todas las imagenes del ensayo. El analisis de
las imagenes obtenidas se realizé6 mediante la técnica puesta a punto por el Dr. David

Romanin en el marco de su trabajo de Tesis doctoral [235].

6-Deplecion de ROS

La inhibicién de la produccién de ROS en la linea de células epiteliales A549 se

realizd mediante tratamiento con NAC administrado en simultdneo o 2 h antes de la
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estimulacién con LPS. Las concentraciones del antioxidante evaluadas fueron 0,5 uM, 1

UM, 2 uM y 4 uM.

7-Co-cultivo de células A549 con B. pertussis

Para los ensayos co-cultivo de B. pertussis con la linea celular A549 las células
fueron sembradas en placas de cultivo Nunclon Delta (Nunc) de 24 fosas con
aproximadamente 1x10° células. Luego de 18 h se reemplazd el medio de cultivo por
DMEM fresco sin suplementar e incubd por 4 h, a partir de lo cual se realizaron los

ensayos de co-incubacién segun se detalla a continuacion.

A-Evaluacion de la sobrevida extracelular de B. pertussis

Para los ensayos de poder bactericida extracelular las células se incubaron con
una suspension de B. pertussis por 1 hora a 372C y 5 % de CO; (1x10’ UFC/fosa,
correspondientes a una proporcion bacteria:células de 100:1). Las co-incubaciones se
realizaron en presencia y ausencia de estimulacion previa con LPS (1 h, 0,5 pg/300 pl
DMEM). Las placas fueron centrifugadas a 640 g por 15 minutos para favorecer el
contacto entre ambos tipos celulares. Finalmente se realizaron diluciones seriadas de

los sobrenadantes y se plagued para recuento de colonias en BGA.

B-Ensayos de Invasion

Para evaluar la capacidad de B. pertussis de invadir las células de linea A549 las
mismas se incubaron con dos suspensiones de B. pertussis correspondientes a una MOI
100:1 (1x107 UFC/fosa) y una MOI 150:1 (1,5x107 UFC/fosa) a 372Cy 5% CO, por 1,2y
3h. Previo a la incubacidn las placas habian sido sometidas a una centrifugacién por 15
minutos a 640 g para favorecer la interaccidon entre ambos tipos celulares.
Posteriormente se incubaron todas las fosas por dos horas con Polimixina B 200 pg/ml
para eliminar las bacterias extracelulares. Se realizaron lavados con PBS para eliminar
los restos de antibidtico y finalmente se lisaron las células por tratamiento con
saponina y se plaquearon diluciones seriadas de los sobrenadantes en BGA para

recuento de UFC de B. pertussis

C-Evaluacién de la sobrevida intracelular de B. pertussis

Para los ensayos de poder bactericida intracelular se agregaron a cada fosa 1x10’

UFC de B. pertussis (correspondientes a una proporcion bacteria:células de 100:1), se
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centrifugé a 640 g por 15 minutos para favorecer la interaccién y se incubd por 2
horas. Transcurrido ese tiempo se cambid el medio y se tratd las células por 30 min o
1h con 0,5 pg de LPS a 372C y 5% de CO,. Posteriormente se incubaron todas las fosas
por dos horas con Polimixina B 200 ug/ml para eliminar las bacterias extracelulares.
Finalmente se lisaron las células por tratamiento con saponina y se realizaron
diluciones seriadas de los sobrenadantes que se plaquearon en BGA para recuento de

UFC de B. pertussis.

Los controles realizados en estos ensayos fueron: (a) control de viabilidad
celular: pocillos con células y sin el agregado de bacterias pero sometidos a todos los
tratamientos del ensayo fueron chequeados por observacidén y recuento de células
viables durante todo el experimento, (b) control de muerte bacteriana por Polimixina B
en tubo: 1x107 bacterias suspendidas en 300 pl de medio DMEM suplementado con
SFB fueron incubadas con Polimixina B (100 pg/ ml) durante 2 h a 37 9C. Finalizado
este tiempo, las bacterias se lavaron con PBS y se sembraron en BGA para recuento de
UFC. El tratamiento con Polimixina B resulté en una disminucién de 99.98 % de las UFC
obtenidas, indicando que éste antibidtico mata eficientemente a las bacterias en las
condiciones de trabajo, (c) control de viabilidad bacteriana en pocillos sin células:
1x107 bacterias suspendidas en 300 pl de medio DMEM con y sin agregado de LPS
fueron adicionadas a pocillos sin células. Se obtuvieron recuentos similares para las
incubaciones con y sin LPS, (d) control de indculo bacteriano: el indculo bacteriano se

determiné por recuento de viables en BGA.

Ensayos in vitro empleando macrofagos alveolares

1-Condiciones de cultivo

Las células obtenidas a partir del BAL de animales Balb/c naive fueron
resuspendidas en RPMI 10 % SFB y sembradas en placa de cultivo. Se incubaron por 1
hora a 372C con 5% CO,, luego se lavaron las células no adheridas y se procedid a

realizar la estimulacién correspondiente.
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2-Ensayos de estimulacion

Para los ensayos de estimulacion con LPS las células fueron sembradas en placas

de cultivo Nunclon Delta (Nunc) de 24 fosas o 96 fosas segun se indica a continuacién:

- placas Nunc de baja fluorescencia de 96 fosas con 2 x 10* células/ fosa para
los ensayos de cuantificacion de ROS intracelular por el método de CM-
H2.DCFDA.

- placas de 24 fosas con 1 x 10° células/ fosa para los ensayos de
determinacién de ROS en sobrenadante de cultivo y ensayos de co-cultivo

con B. pertussis

La estimulacién fue realizada con LPS (0,5 pg/300 pl RPMI) durante 15 min, 30
min o 60 min a 372Cy 5 % de CO; segun se indique.

3-Determinacion de ROS en sobrenadante de cultivo

La concentracién de agua oxigenada en los sobrenadantes de cultivo de
macrofagos alveolares fue determinada mediante el kit Amplex Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidse Assay (invitrogen) segun las indicaciones del fabricante, como se

indicé previamente.

4-Determinacion de ROS intracelular por el método de CM-H,DCFDA
Para la determinacién ROS intracelular los macréfagos alveolares fueron
estimulados con LPS (0,5 pug/300 ul DMEM) por 1 h. La cuantificacion de los ROS

intracelulares se realizé como se indico previamente.

5-Co-cultivo de macrofagos alveolares con B. pertussis

Para los ensayos co-cultivo con B. pertussis los macrofagos alveolares sembrados
en placa de 24 fosas como se indicé previamente fueron estimulados con LPS (0,5
ug/300 pl RPMI) durante 15 min, 30 min o 60 min a 372C y 5 % de CO,. Luego de lo
cual se adiciond una suspension de B. pertussis 1x107 UFC/fosa, correspondientes a
una proporcién bacteria:células de 100:1. Las placas se centrifugaron a 640 g por 15
minutos y luego se incubaron por 1 hora a 372Cy 5 % de CO.. Finalmente se realizaron
diluciones seriadas de los sobrenadantes y se plaqued para recuento de UFC de B.

pertussis en placas BGA.
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Los controles realizados en estos ensayos fueron: (a) control de viabilidad
celular: pocillos con células y sin el agregado de bacterias pero sometidos a todos los
tratamientos del ensayo fueron chequeados por observacién y recuento de células
viables durante todo el experimento, (b) control de viabilidad bacteriana en pocillos sin
células: 1x107 bacterias suspendidas en 300 pl de medio RPMI con y sin agregado de
LPS fueron adicionadas a pocillos sin células. Se obtuvieron recuentos similares para
las incubaciones con y sin LPS, (c) control de indculo bacteriano: el indculo bacteriano

se determind por recuento de viables en BGA.

Determinacion del poder bactericida del agua oxigenada in

vitro
Para evaluar el poder bactericida del agua oxigenada sobre B. pertussis se

realizaron incubaciones de una suspensién con 1x107 UFC de la misma con diferentes
concentraciones de agua oxigenada comercial. Las mezclas se incubaron por 1h a 379C.
Las concentraciones de H,0; evaluadas fueron: 2,26 uM, 22,6 uM, 226 puM, 2,26x103
UM y 2,26 x10* uM. Como control negativo se utilizd una suspension bacteriana sin
agregado de agua oxigenada. Luego de la incubacion se realizaron diluciones seriadas

de las mezclas y se plaguearon en BGA para posterior recuento de colonias.

Estudios in vivo de la capacidad protectora del LPS
empleando el modelo de desafio intranasal en raton

1-Preparacion de vacunas en el laboratorio
Se partio de LPS purificados y cuantificados de B. pertussis y B. parapertussis que

fueron formulados en una dosis correspondiente a 1 ug y 1,5 ug de LPS en 40 pl. Estos
fueron detoxificados mediante incubacién con formol al 0,35 % final por 20 h a 37 eC.
Finalmente se adiciond el adyuvante AI(OH); (Biol SAIC) en una concentracién final

1mg/ml. Las vacunas se conservaron a 42C por no mas de una semana.

2-Ensayos de Inmunizacidn activa
Se utilizaron grupos de ratones Balb/c hembras de 3 a 4 semanas de edad (5 por

tratamiento). Los ratones fueron inmunizados 2 veces con intervalos de 14 dias. Las
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inmunizaciones se realizaron mediante inyeccidn intraperitoneal con vacunas
conteniendo 1 pg o 1,5 pg de LPS purificado de B. pertussis o B. parapertussis

preparadas por nosotros.

Para el desafio se utilizé una suspensidon bacteriana realizada a partir de un
crecimiento de 24 h en BGA. La infeccién se realizé a los 14 dias de la ultima
inmunizacidon por inoculacién intranasal en las narinas del raton bajo leve anestesia
con 40 pl de una suspensidn conteniendo 5x107 UFC de B. pertussis o B. parapertussis.
Los ratones desafiados fueron sacrificados mediante dislocacién cervical a los 7 dias
del desafio. Se extrajeron los pulmones en esterilidad y se homogeneizaron en 1 ml de
PBS. Luego se realizaron diluciones seriadas de los homogenatos de pulmodn, se
plaguearon en medio BGAS vy se realizd recuento de las UFC después de 3-4 dias de

incubacion a 379C.

3-Ensayos de Inmunizacidn pasiva
Para este ensayo como primera medida se procedié a obtener las muestras de

suero correspondientes a animales inmunizados con dos dosis de una vacuna
conteniendo 1,5 pg/dosis de LPS de B. parapertussis. Para este fin a los 14 dias de la
segunda inmunizacion se sacaron muestras de sangre de todos los animales
inmunizados y se obtuvo el suero. Se realizé6 una mezcla a partir de todos los sueros
obtenidos la cual se utilizé para realizar la inmunizacidén pasiva, previa determinacion

del titulo, como se detalla a continuacion.

Grupos de 5 animales fueron inyectados por via intraperitoneal con 200 pl del
suero proveniente de los animales inmunizados con el LPS de B. parapertussis. Luego
de 24 horas los mismos fueron desafiados por via intranasal con una suspensién de B.

parapertussis conteniendo 5x107 UFC/40 pl.

Los ratones desafiados fueron sacrificados mediante dislocacion cervical a los 7
dias del desafio. Se extrajeron los pulmones en esterilidad y se homogeneizaron en
PBS. Luego se realizaron diluciones seriadas de los homogenatos de pulmodn, se
plaguearon en medio BGAS vy se realizd recuento de las UFC después de 3-4 dias de

incubacion a 379C.
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Analisis estadistico
Los graficos y el analisis estadistico fueron realizados con el programa GraphPad

versién 5.00 (San Diego, California, USA). Para el analisis estadistico se realizaron
ANOVA de una o dos vias seguidas del test de Bonferroni para la evaluaciéon de

diferencias de medias.

Ademas se realizaron Test de Student pareados y no pareados de acuerdo a los

datos a evaluar.
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