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RESUMEN

RESUMEN.

Las infecciones invasivas por Staphylococcus aureus constituyen un gran problema para la
salud publica dado el incremento en la incidencia de aislamientos resistentes a la meticilina aun en
individuos de la comunidad. El desarrollo de reemplazos de articulaciones ha sido sin duda uno de los
grandes éxitos de la medicina del siglo XX. Sin embargo, a pesar del desarrollo de nuevas técnicas
quirurgicas, el implante de protesis se asocia indefectiblemente a un alto riesgo de infecciones
bacterianas. Entre las diferentes especies que pueden ocasionar infecciones asociadas a protesis,
S. aureus es uno de los patégenos de mayor importancia siendo el responsable de entre el 50 y el
70% de las osteomielitis en individuos adultos. Las infecciones osteoarticulares por S. aureus son
muy dificiles de erradicar ya que la bacteria se vuelve refractaria al tratamiento con antibioticos
independientemente de su patrén de susceptibilidad in vitro. Este hecho, sumado a la aparicién de
cepas resistentes a vancomicina hacen al tratamiento de las infecciones estafilocéccicas un
verdadero desafio. En este contexto, el esclarecimiento de los mecanismos involucrados durante la
interaccion de S. aureus con células criticas en el metabolismo 6seo que conducen al desarrollo de
osteomielitis es sumamente necesario a fin de establecer tratamientos alternativos y/o
complementarios a los actuales.

En el presente proyecto de investigacion se propuso estudiar el rol de la proteina A, una
proteina altamente conservada y potente inductora de mediadores inflamatorios, en la patogénesis de
la osteomielitis por S. aureus. Se determind que la proteina A contribuye significativamente al proceso
de osteoclastogénesis a través de la sefalizacion mediada por el receptor de TNF-a tipo 1 (TNFR1) y
el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Mientras que ambos receptores participan
del proceso de diferenciacion de osteoclastos, la sefalizacion por TNFR1 resulté determinante para la
funcion resortiva de los mismos. Mediante la utilizacion de modelos experimentales de osteomielitis
se demostrd que la proteina A posee un rol critico en la activacion temprana de osteoclastos y en la
induccién de mediadores inflamatorios durante la infecciéon in vivo por S. aureus. Se establecio
asimismo, la importancia de la sefalizacién por TNFR1 en el primado de osteoclastos durante la
osteomielitis experimental. Mas aun se demostro la participacion de la proteina A en el desarrollo de
dafo 0seo, evidenciado por alteraciones histopatologicas del tejido y por la induccion de cambios en
la densidad mineral 6sea volumétrica durante la infeccidn in vivo por S. aureus. Finalmente, se
establecio la potencialidad del uso de anticuerpos neutralizantes dirigidos contra la proteina A para
bloquear la diferenciacion de osteoclastos inducida durante los estadios iniciales de la infeccién y

modular la produccion de mediadores inflamatorios durante la infeccién in vivo por S. aureus.
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RESUMEN

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen un avance en el entendimiento de las
bases moleculares de los mecanismos que desencadenan el dafio 6seo y la persistencia bacteriana
durante la osteomielitis por S. aureus. Considerando el impacto que dicha enfermedad posee en la
salud publica es sumamente necesario contar con estrategias terapéuticas alternativas a las actuales.
En este sentido, el presente trabajo demuestra que la proteina A podria ser considerada como un
potencial nuevo blanco terapéutico en el disefio de terapias complementarias a las convencionales

para la prevencién y tratamiento de la osteomielitis por S. aureus.
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INTRODUCCION

1.1. OSTEOMIELITIS.

1.1.1. Patogenia y origen de la infeccién.

La osteomielitis es una infeccion del hueso y de la medula 6ésea que puede originarse por
diseminacion hematégena del microorganismo, por contiglidad desde un foco cercano de infeccién o
en forma secundaria a una insuficiencia vascular [1]. Si el microorganismo proviene de un foco
distante de infeccién y llega al hueso a través del torrente sanguineo se considera osteomielitis
hematdgena. La osteomielitis hematdgena ocurre principalmente en nifios, en quienes la infeccion se
localiza generalmente en la zona metafisaria de los huesos largos. En adultos, la osteomielitis
hematdgena es infrecuente excepto en huéspedes inmunocomprometidos [2,3]. Una segunda via de
adquisicion es por contiglidad, cuando el microorganismo llega al hueso a través de una herida que
se infecta. Las fracturas expuestas y el uso de reemplazo de articulaciones son el tipo de lesiones
que mas se asocian a este tipo de osteomielitis. La infeccion ésea puede tener lugar ademas en
casos en que la irrigacion sanguinea del hueso se interrumpe. Esto puede ocurrir en las personas
mayores que sufren de insuficiencia vascular o diabetes. La mayor parte de las infecciones de este
tipo ocurren en los pies. Se ha descripto que el 19% de las osteomielitis son de origen hematdgeno,
el 47% secundarias a una infeccion por contigliidad y el 34% asociado a la insuficiencia vascular [2].

Inicialmente la infeccion se presenta como un proceso agudo caracterizado por una respuesta
inflamatoria exacerbada. Los leucocitos que acceden a la zona infectada como parte del proceso de
la respuesta inmune de la que participan, liberan enzimas que contribuyen a la necrosis del tejido y la
destruccién del hueso trabecular y matriz ésea. Los abscesos formados por la infeccion, conducen a
un aumento en la presion intramedular debido a la obstruccion del flujo en los vasos sanguineos. Es
por ello que los principales hallazgos histopatolégicos que se observan en una osteomielitis aguda
son la presencia de microorganismos, infiltrados de neutréfilos y congestion o trombosis de los vasos
sanguineos [1].

Si el microorganismo no es eliminado rapidamente, se establece la infeccion cronica que se
caracteriza por la formacién de secuestros 6seos. El secuestro es tejido necrético no vascularizado,
reconocido por la ausencia de osteocitos vivos que se encuentra separado del resto del hueso por
tejido de granulacién. La necrosis 6sea esta acoplada a la formacion reactiva de hueso nuevo,
conocido como involucro. Este ultimo se refiere a la capa de hueso sano que se forma para envolver

el hueso necrotico.
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1.1.2. Etiologia.

Toda clase de microorganismos, tales como virus, hongos, parasitos y bacterias pueden
causar osteomielitis, pero las formas causadas por ciertas bacterias pidgenas y micobacterias son las
mas frecuentes. El microorganismo responsable varia segun el grupo etario. En neonatos las
bacterias mas frecuentemente asociadas a osteomielitis son: Streptococcus agalactiae (estreptococo
del Grupo B), Staphylococcus aureus y bacilos entéricos gram negativos [1]. En nifios en edad
escolar (mayores de 4 afos), S. aureus es el microorganismo mas identificado, seguido por
Streptococcus pyogenes (Grupo A). Haemophilus influenzae tipo B ocasionalmente origina
osteomielitis y mas comunmente produce artritis. Las heridas penetrantes en los pies pueden estar
asociadas a osteomielitis por Pseudomonas aeruginosa. En adultos el 50% de las infecciones 0seas
son ocasionadas por S. aureus. Mycobacterium tuberculosis y Brucella spp afectan especialmente la
columna. Dentro de las osteomielitis causadas por hongos se destacan las infecciones 6seas por

Candida y Aspergillus en individuos inmunocomprometidos [4].

1.1.3. Osteomielitis secundaria al reemplazo de articulaciones.

Las enfermedades degenerativas éseas y articulares afectan a millones de personas en todo
el mundo. Se prevé que para el aino 2020 la poblacion mayor de 50 afos afectada por estas
enfermedades se duplicara [5]. En este contexto, el desarrollo de reemplazos de articulaciones ha
sido sin duda uno de los grandes éxitos de la medicina del siglo XX considerando el impacto sobre la
calidad de vida de las personas que sufren estas complicaciones dseas y articulares. Sin embargo, el
implante de protesis se asocia indefectiblemente a un alto riesgo de infecciones bacterianas [6]. Mas
de la mitad de los casos de infecciones asociadas a proétesis estan causadas por estafilococos,
siendo S. aureus y S. epidermidis los principales agentes responsables [7]. Entre ellos, S. aureus es
considerado como uno de los patégenos de mayor importancia causante de entre el 50 y el 70% de
las osteomielitis en individuos adultos [8,9].

La osteomielitis puede comenzar con la inoculacién directa del microorganismo al hueso en el
momento del trauma o por adquisicion nosocomial durante el procedimiento pre-operatorio o intra-
operatorio [10]. El trauma contribuye a la infeccion no sélo por el ingreso directo de la bacteria al
individuo, sino que el dafno generado favorece la necrosis del tejido el cual la bacteria puede colonizar
formando biopeliculas. La presencia de implantes prostéticos es un factor predisponente para el
establecimiento de la infeccién debido a que después de su colocacion son recubiertos por proteinas
del hospedador, las cuales proveen una excelente matriz a la cual la bacteria puede adherirse y

formar una biopelicula [11,12].
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Las infecciones invasivas por S. aureus constituyen un gran problema para la salud publica
dado el incremento en la incidencia de cepas resistentes a la meticilina aun en individuos sanos de la
comunidad [9,13,14]. En los casos en que se aisla S. aureus resistente a meticilina, los desenlaces
suelen no ser favorables y conducen en su mayoria a intervenciones quirargicas [13,15] o a cirugias
tipo "toilet" las cuales no sélo son muy costosas sino que el porcentaje de éxito puede ser tan bajo
como el 60% poniendo a los pacientes en riesgo de discapacidad o amputacion [16—20]. Debido al
gran aumento de las infecciones por S. aureus resistente a meticilina el uso de vancomicina se ha
incrementado desde su introduccién [21,22], lo cual ha llevado a la aparicién de cepas con resistencia
intermedia a vancomicina, un fenédmeno del que nuestro pais no esta exento [23-25]. Ademas de la
problematica asociada a la resistencia a antibiéticos, los cambios fenotipicos y genotipicos que
S. aureus puede presentar durante el curso de la infeccion, contribuyen a la persistencia del
microorganismo (ver mas adelante variantes puntiformes) y hacen que el tratamiento antibiotico
pueda no resultar efectivo para eliminar al microorganismo independientemente de su patrén de
susceptibilidad in vitro [26,27]. Por todo lo expuesto, el tratamiento de las infecciones dseas por

S. aureus constituye un verdadero desafio.

1.2. FISIOLOGIA OSEA.

El hueso constituye un tejido conectivo especializado que provee un sistema de soporte
interno a todos los vertebrados superiores. Ademas de su funcion de sostén y proteccion, es la
principal fuente de iones inorganicos participando activamente en la homeostasis de calcio en el
organismo. La matriz del hueso estd compuesta en un 50 a 70% por matriz mineral, 20 a 40% por
matriz organica, 5 a 10% por agua y en menos de un 3% por lipidos [28]. El contenido mineral del
hueso es fosfato de calcio en la forma de cristales de hidroxiapatita [(Caio (PO4)s(OH).], con
pequenas cantidades de carbonato, magnesio y fosfato acido [28]. Estos componentes producen un
tejido con alta rigidez capaz de proveer sostén y proteccion. La matriz organica, compuesta en un
90% por proteinas colagenas, en su mayoria por colageno tipo | con trazas de colageno tipo lll y V,
produce un tejido de gran elasticidad. El restante 10% estd compuesto por proteoglicanos,
glicoproteinas, proteinas con grupos y-carboxiglutamicos y las proteinas morfogenéticas éseas [28].

A fin de mantener su integridad estructural, el hueso se encuentra en constante remodelacion
y rejuvenecimiento mediante un proceso complejo que comprende la accion coordinada de dos tipos
celulares: los osteoclastos y los osteoblastos. Los osteoclastos son las células encargadas de
degradar la matriz extracelular mediante acidificacion y liberacion de enzimas lisosomales, mientras
que los osteoblastos son responsables de la deposicion de matriz y facilitan la mineralizacion y

calcificaciéon ésea. Las actividades de estos dos tipos celulares se encuentran acopladas y altamente
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reguladas por factores locales y sistémicos para mantener el equilibrio éseo. Los osteoblastos
reconocen y responden a las sefiales del medio externo y modulan la diferenciacion y funcionalidad
de los osteoclastos [9]. Cada ciclo de remodelado consta de tres fases: reabsorcion, reposo o
inversion y terminacion. La fase de reabsorcion incluye el reclutamiento de los precursores de
osteoclastos, su diferenciacion a osteoclastos maduros, asi como también la activacion y el
mantenimiento de la degradacion del hueso. Una vez finalizada la reabsorcion sigue la fase de reposo
o inversion en la cual la degradacién del hueso es inhibida y los osteoclastos mueren por apoptosis,
mientras que los precursores de los osteoblastos son reclutados y comienzan a diferenciarse. El
ultimo paso se denomina fase de terminacién e implica la formacién de matriz por parte de los

osteoblastos y la posterior mineralizacion [29].

1.2.1. Protagonistas del remodelado 6seo.

1.2.1.1. Osteoclastos.

Los osteoclastos son células gigantes multinucleadas que se forman a partir de la fusion de
los precursores del linaje monocitico/macrofagico en un proceso altamente regulado que depende de
multiples pasos de diferenciacion, denominado osteoclastogénesis [30]. La proliferacion y
diferenciacion de los precursores involucra la presencia de dos factores clave: el factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF) y el ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL)
[30] (Figura 1). EI M-CSF producido por los osteoblastos se une a su receptor c-fms en precursores
de osteoclastos promoviendo su sobrevida y proliferacién [31]. EI RANKL es expresado en la
superficie de los osteoblastos o es liberado en forma soluble. Se ha documentado su expresién por
otros tipos celulares como fibroblastos, linfocitos B y T activados [32,33]. Su actividad biolégica esta
regulada por el inhibidor natural osteoprotegerina (OPG) que actia como un receptor soluble de
RANKL que inhibe en forma competitiva la unién de este ultimo a su receptor RANK (del inglés
“Receptor Activator for Nuclear Factor kB”) en la superficie de los precursores de osteoclastos [34]. La
interaccion entre el receptor RANK y su ligando RANKL induce la activacion de una cascada de
eventos intracelulares que llevan a la diferenciacion y activacion de los osteoclastos [35]. Entre los
factores de transcripcion activados se encuentran c-fos, NF-kB (del inglés “nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells”), AP-1, y NFATc1 (del inglés “nuclear factor of activated T cells”).
Recientemente se ha demostrado que el IFN-B modula la osteoclastogénesis inhibiendo la expresion
de c-fos actuando como un regulador negativo para prevenir la resorciébn 6sea en exceso [36]

(Figura 1).



INTRODUCCION

Osteoblasto

Macréfagos, Células T activadas,

Células endoteliales

RANKL RANKL Osteoblastos TN‘; .
! 7 i
) OPG N\
RANK M fSF RAN\}fL TNFR1 IL-1B
c-fms
@ @ RANK RANK IL-1R
Pre- TRAF6 MyD88
Osteoclasto \ i
IFN-B8 IKKs

p38/erk1/2

¥
%

JNK
v

NF-kB — c-Fos

Osteoclasto
maduro

Diferenciacion de osteoclastos

Figura 1. Cascadas de sefializacién que participan en la osteoclastogénesis.

La fusion de los precursores mononucleares comienza con el reconocimiento entre las células y
adhesion entre las mismas para que pueda tener lugar la formacion de células multinucleadas. Entre las
proteinas involucradas en esta etapa de fusion, se ha descripto a la E-cadherina como una proteina
transmembrana critica para el contacto intercelular durante la diferenciacion de osteoclastos [37]. Luego
de cada fusion el tamafio celular y el numero de nucleos aumenta dando como resultado células
gigantes, multinucleadas cuya actividad resortiva depende del tamafio logrado en cada fusion [38,39].
Para ejercer su funcion de resorcion los osteoclastos deben migrar desde la medula dsea hasta los
sitios de degradacion ésea por lo que existen en dos estados funcionales diferentes: uno movil y uno
degradativo [40]. Los osteoclastos mdviles son células no polarizadas y aplanadas que migran
mediante la formacion de lamelipodios. Se adhieren a los sitios de resorcion 6sea mediante la
interaccion de la integrina av3 expresada en la superficie de los osteoclastos con las proteinas de la
matriz extracelular del hueso vitronectina, osteopontina y sialoproteina [41], dando inicio a la fase
degradativa. Durante este proceso, los osteoclastos maduros se polarizan por reorganizacion del
citoesqueleto lo cual resulta en la formacién de un borde rugoso con profundos pliegues por donde se
secretan iones H+ y se produce la exocitosis, mediada por vesiculas, de las metaloproteasas de
matriz y catepsina K (Figura 2). Los iones H+ acidifican el medio lo cual disuelve la matriz mineral

mientras que las enzimas secretadas degradan la matriz proteica. El contacto con la matriz dsea
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estimula en los osteoclastos la formacién de un anillo rico en filamentos de actina que rodea a la zona
rugosa y sella el compartimento acidificado donde ocurre la degradacion, aislandolo del resto de la

superficie 6sea [42].
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Figura 2. Regiones del osteoclasto activo. Cuando resorben hueso en forma activa los osteoclastos
muestran tres regiones especializadas: 1) Borde en cepillo: porcion de la célula en contacto directo con el
hueso. Contiene muchos repliegues profundos de la membrana plasmatica que forman estructuras del tipo de
las microvellosidades. 2) Zona de sellado: es un perimetro de citoplasma anular contiguo al borde en cepillo que
delimita la superficie ésea en resorcion. 3) Region basolateral: interviene en la exocitosis del material.

En la zona del hueso situada por debajo del osteoclasto se forma una excavacién llamada
laguna de resorcion (laguna de Howship) que posee gran cantidad de enzimas. Entre ellas, se
destacan las metaloproteasas de matriz (MMPs), las cuales son una familia de endopeptidasas
dependientes de Zn*? y Ca*2. Hasta el momento se conocen al menos 23 MMPs en humanos, las
cuales se encuentran clasificadas segun su especificidad de sustrato en colagenasas (MMP-1, -8, -13
y -18), gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), estromelisinas (MMP-3, -10, -11 y -17), matrilisinas
(MMP-7 y -26), MMPs de union a membrana (MT-MMPs, MMP-14, -15, -16, -17, -24 y -25) que
pueden degradar gelatina, fibronectina y laminina . Existen otras MMPs que no pueden ser incluidas
en ninguna de las clases mencionadas [43—47]. Las MMPs son secretadas como proenzimas que
para ser activadas requieren ser clivadas por proteinasas o por agentes quimicos in vitro [48]. Debido
a su capacidad destructiva se encuentran estrictamente reguladas en diferentes niveles. La actividad
es regulada por los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs) que son una familia de 4

proteinas secretadas (TIMP-1 a TIMP-4) que se unen no covalentemente al dominio catalitico de las
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MMPs inhibiendo su actividad. También son reguladas a nivel transcripcional por citoquinas, factores
de crecimiento y hormonas [49].

La degradacion de la matriz organica involucra ademas de las MMPs a la cisteina proteasa
lisosomal, catepsina K [50]. La forma inactiva de esta proteasa predomina en los osteoclastos
quiescentes que estan alejados de los sitios de resorcion activa. Su activacién in vivo se cree tiene
lugar intracelularmente en compartimientos lisosomales y luego es secretada a la laguna de
resorcion. Los osteoclastos cercanos a la superficie 6sea expresan catepsina K madura [51] .Su
expresion esta regulada por RANKL, un inductor clave de la osteoclastogénesis, asi como también
por otros agentes involucrados en la diferenciacion de osteoclastos como la vitamina D, la hormona
paratiroidea e interleucinas [52]. Entre los marcadores de actividad y diferenciacion osteoclastica se
encuentran la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), la enzima vacuolar H+-ATPasa (similar a
una bomba de protones), las integrinas avB3, que participan en la regulacion del citoesqueleto

durante la migracion de los osteoclastos y la expresion del receptor de calcitonina (CTR) [40,53].

1.2.1.2. Osteoblastos.

Los osteoblastos son células mononucleadas originadas a partir de células madre
mesenquimales responsables de la sintesis y la mineralizaciéon 6sea [54]. Morfolégicamente, son
células cuboidales con un citoplasma fuertemente basdfilo presentes a lo largo de la vida de un
organismo, pero cuya actividad es maxima durante la formacién del esqueleto embrionario y el
crecimiento. Durante la vida adulta se activan ante la necesidad de regeneracion de defectos o por
agotamiento de la matriz 6sea [55]. El reclutamiento, diferenciacion y crecimiento de los osteoblastos
esta controlado por distintos factores locales y sistémicos. Entre ellos se encuentran los factores de
transcripcion Runx2 y OSTERIX que regulan la expresion de las proteinas de la matriz 6sea
(osteopontina, sialoproteina, osteocalcina) [56] y participan de la diferenciacion temprana de
osteoblastos respectivamente [57]. El proceso de remodelado también estd regulado por factores
sistémicos entre los que se encuentran la hormona paratiroidea, la 1,25-dihidroxi vitamina D, los
glucocorticoides y el estrégeno [58-61], los cuales estimulan la degradacién o la formacion de hueso.

Una de las vias de seinalizacion mas importantes que regulan la formacion del hueso es la via
Whnt/B-catenina [62]. La misma esta involucrada en la estimulacion de la proliferacion y diferenciacion,
y promueve la sobrevida de los osteoblastos y osteocitos. Otra via de sefalizacion involucrada en la
diferenciacion de los osteoblastos incluye la via de la superfamilia TGF-3, siendo dos miembros clave
TGF-B y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) [63]. Por su parte las proteinas indian hedgehog
(Ihh) participan de la osteogénesis del esqueleto endocondral durante la embriogénesis [62]. La
diferenciacion de osteoblastos también esta sujeta a la regulacion por estimulos fisicos para asegurar

una adecuada formacién 6sea que sirva como soporte estructural y dinamico del cuerpo [56].
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La diferenciacion de los osteoblastos consiste de tres etapas, cada una caracterizada por la
expresion de determinados marcadores moleculares [64]. En la fase de proliferacion activa los
precursores expresan proteinas de la matriz extracelular como fibronectina y colageno tipo 1. Los
precursores que proliferan y diferencian en pre-osteoblastos son células elipticas que no son capaces
de depositar matriz 6sea. En la segunda etapa las células abandonan el ciclo celular y comienzan a
expresar genes caracteristicos de los osteoblastos diferenciados (fosfatasa alcalina y osteocalcina) y
comienza la sintesis de la matriz extracelular. En la tercer y ultima etapa el osteoblasto adquiere su
estructura cuboidal caracteristica y comienza la formacion ésea. Los osteoblastos sintetizan colageno
tipo 1 y distintas proteinas no-colagenas (sialoproteina, osteopontina y osteocalcina) que estan
asociadas a la mineralizacién y recambio 0seo [65].

Al finalizar la sintesis y mineralizacion de la matriz extracelular los osteoblastos pueden seguir
tres destinos diferentes: pueden ser eliminados por apoptosis, quedar embebidos dentro de la matriz
mineralizada y transformarse en osteocitos o pueden transformarse en células de revestimiento que
tapizan la superficie del hueso [66]. Estas ultimas regulan el flujo de iones minerales en la superficie
6sea y mantienen la capacidad de re diferenciarse a osteoblastos ante la exposicién a un estimulo

determinado (hormonas, fuerzas mecanicas) [28].

1.2.1.3. Comunicacion osteoclasto-osteoblasto.

Los osteoclastos y osteoblastos cumplen funciones opuestas pero se encuentran
permanentemente comunicados y regulan mutuamente su funcion. Uno de los mecanismos por el
cual los osteoclastos pueden participar en la regulacion de la formacion del hueso es mediante la
liberacion de factores inmersos en la matriz los cuales regulan positivamente la funciéon de los
osteoblastos. Ejemplos de estos factores son las proteinas morfogenéticas Oseas, los factores de
crecimiento insulinico (IGFs) | y Il y TGF- [67,68]. Otro mecanismo por el cual los osteoclastos
pueden regular la funcién de los osteoblastos es mediante el contacto directo célula-célula a través de
la interaccion de las proteinas transmembrana ephrinB2 expresada por los osteblastos y EphB4
expresada por los osteoclastos, la cual promueve la diferenciacion de los osteoblastos e inhibe la
diferenciacion de los osteoclastos [69]. La regulacion también puede ocurrir a través de factores
liberados por los osteoclastos. Un ejemplo es el factor osteoclastico esfingosina 1-fosfato (SP-1) el
cual ha sido involucrado en el reclutamiento de precursores de osteoblastos y en el incremento de la
produccion de RANKL por estas ultimas células [70].

Los osteoblastos son capaces de regular la diferenciacion de los osteoclastos a través de la
expresion de M-CSF, RANKL y OPG como se menciond anteriormente. Asimismo, los osteoblastos
pueden inducir la migracion de precursores de osteoclastos a la superficie ésea a través de la

secrecion de factores quimioatractantes. Dos de estos factores, los cuales derivan de la matriz ésea,

9



INTRODUCCION

son osteocalcina y colageno tipo | [71]. Estos son producidos por los osteoblastos y son depositados
en la matriz durante la formacion del hueso. Cuando los osteoclastos degradan la matriz liberan estos
factores atrayendo asi mas precursores de osteoclastos. La proteina quimioatractante de monocitos-1
(MCP-1) producida por los osteoblastos también ha sido involucrada en la atraccion de los

precursores de osteoclastos [72].

1.2.1.4. Osteocitos.

Los osteocitos son osteoblastos totalmente diferenciados que son incorporados dentro de la
matriz 6sea mineralizada y constituyen las células mayoritarias del hueso. Poseen una gran cantidad
de prolongaciones citoplasmaticas que les permiten comunicarse entre si y con los osteoblastos o las
células de revestimiento que tapizan las superficies del hueso. Existen evidencias que sugieren que la
principal funcion de los osteocitos es la de sensar las fuerzas mecanicas e iniciar el proceso de

remodelado del hueso en zonas especificas [73].

1.2.2. El hueso en condiciones inflamatorias.

La resorcion 6sea es un proceso constante en el cuerpo humano manteniéndose en equilibro
con la formacion de hueso nuevo [35]. La presencia de S. aureus en un hueso sano conduce al
desarrollo de osteomielitis por alteraciéon del balance riguroso entre la actividad de osteoblastos y
osteoclastos a través de la induccion de una fuerte respuesta inflamatoria [9]. El dafo 6seo es el
resultado de una actividad de los osteoclastos exacerbada acompafiada de una menor deposicion de
matriz por los osteoblastos [74]. Se ha demostrado la capacidad de IL-18, IL-6 y TNF-a de contribuir
en la destruccion 6sea durante las enfermedades inflamatorias crénicas del hueso [74,75], debido a
que favorecen la diferenciacion de osteoclastos y regulan positivamente las funciones resortivas de
los mismos [76—79]. La pérdida 6sea observada en distintas enfermedades inflamatorias se debe
también a una menor deposicién de matriz organica por parte de los osteoblastos [80]. Las citoquinas
pro-inflamatorias TNF-a e IL-13 son capaces de inducir la apoptosis o inhibir la diferenciacion y
funcion de los osteoblastos afectando el desarrollo normal del hueso [81-85].

En condiciones patoldgicas las MMPs, involucradas normalmente en distintos procesos que
requieren de la remodelacién de la matriz extracelular, han sido asociadas a enfermedades que
involucran la destruccién del tejido conectivo tales como artritis, invasién tumoral, enfermedades
infecciosas y aterosclerosis [86,87]. En las enfermedades éseas las mas relevantes son la MMP-2 y
MMP-9 debido a que son capaces de degradar varios tipos de colageno incluyendo colageno tipo IV
(presente en la membrana basal), colageno tipo V (presente en el hueso), colageno tipo Il (presente
en el cartilago) y colageno fibrilar desnaturalizado (gelatina) [88]. Particularmente se ha propuesto a

la MMP-9 como un elemento clave de la pérdida ésea observada durante la osteomielitis ya que es
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expresada en altos niveles por los osteoclastos [89] y mediante su accidn promueve la liberacion de
factores de crecimiento y factores de diferenciacién de osteoclastos, tales como M-CSF, TGF-B y el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) desde la matriz ésea, lo cual promueve la
movilizacién de los osteoclastos hacia futuros sitios de resorcion [90]. La secrecién de MMP-9 se
encuentra regulada positivamente por IL-18 y TNF-a, lo cual podria contribuir al aumento de la
resorcion ésea observada durante distintas condiciones inflamatorias [91-93]. Al respecto, se ha
propuesto que el dafno osteoarticular observado durante la brucelosis podria deberse a la elevada
produccion de MMP-9 por monocitos en respuesta a la infeccibn de osteoblastos por
Brucella abortus [94].

La degradacion de la matriz organica involucra ademas de las MMPs a la cisteina proteasa
lisosomal, catepsina K [50]. Debido a su capacidad de degradar colageno tipo |, el mayor componente
de la matriz organica del hueso, cumple un rol en el inicio de la resorcion. Se ha descripto que TNF-a
favorece la expresion de esta proteasa contribuyendo a la degradacion de tejido observada durante
las lesiones aterosclerdticas [95]. Asimismo se ha demostrado que un aumento en la expresion de los
genes marcadores de osteoclastos que codifican para TRAP y catepsina K contribuye a la resorcion
6sea inducida por S. aureus en cultivos de hueso parietal [96]. En distintas enfermedades
inflamatorias deficiencias en la expresion de catepsina K se han asociado a una reduccion de la
inflamacién y degradacion ésea [97]. En pacientes con la enfermedad de Gaucher la expresion de

catepsina K se ha asociado a la fragilidad ésea caracteristica de esta enfermedad [98].

1.3. PATOGENIA DE LAS INFECCIONES OSEAS POR S. aureus.

Staphylococcus aureus es un coco gram positivo, anaerobio facultativo, que forma
agrupaciones en racimos dado que al dividirse las células permanecen parcialmente adheridas. Se
caracteriza, entre los estafilococos, por producir coagulasa, fermentar el manitol y la pigmentacion
dorada de sus colonias [99].

Aproximadamente el 20% de la poblacidon se encuentra colonizada en forma permanente, un
60% son portadores intermitentes, mientras que el 20% restante no esta colonizado [100]. La parte
anterior de las fosas nasales es el sitio mas frecuente de colonizacion, aunque S. aureus puede
colonizar ademas la piel, la orofaringe y el tracto gastrointestinal [101]. La colonizacion proporciona
un reservorio a partir del cual la bacteria puede ingresar al hospedador cuando la primera linea de
defensa se ve interrumpida como por ejemplo cuando existe una ruptura de la barrera de la piel
durante la insercién de catéteres, heridas o cirugias [11]. La transmision de S. aureus tiene lugar
entre pacientes hospitalizados asi como entre los individuos sanos de la comunidad [102,103]. En el

caso de la osteomielitis secundaria al reemplazo de articulaciones, los principales reservorios de la
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bacteria constituyen el ambiente hospitalario, el instrumental quirdrgico, la indumentaria o piel del
personal de salud, asi como también la piel del propio paciente.

A pesar de la importancia a nivel de la salud publica que la osteomielitis presenta, existe un
escaso conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la degradacién 6sea que se
observa como consecuencia de la infeccion por S. aureus. La patogénesis de las infecciones por
S. aureus esta determinada por la accién coordinada de un conjunto de factores de virulencia que
median la adherencia, inflamacion y dano a los tejidos y permiten evadir la respuesta inmune del
hospedador [101,104]. A continuacion se mencionan aquéllos factores de virulencia que se

consideran relevantes para las infecciones dseas.

1.3.1. Adhesion.

El primer evento en las infecciones por S. aureus, como en la mayoria de las infecciones de
origen bacteriano, involucra la adherencia a componentes de la matriz extracelular del hospedador la
cual es critica para la colonizacion. Es importante considerar que en los casos en que el hospedador
cuenta con un implante prostético, éste es rapidamente cubierto por componentes de la matriz
extracelular con lo cual se favorece la adherencia del microorganismo a dicho dispositivo. La
adherencia del microorganismo a los componentes de la matriz extracelular o a la prétesis esta
mediada por proteinas de superficie denominadas adhesinas, pertenecientes a la familia de
MSCRAMMSs (del inglés “microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”), las
cuales en la mayoria de los casos estan covalentemente ancladas al peptidoglicano de la pared
celular [105,106]. Entre las adhesinas involucradas en la adherencia de S. aureus a la superficie 6sea
se destacan las proteinas de union a la fibronectina A y B (FnBP: del inglés “fibronecting binding
protein”) las cuales facilitan principalmente la invasién de los osteoblastos presentes en la matriz
Osea. La fibronectina actua como un puente entre la FnBP de la bacteria y la integrina a5b1
expresada en la superficie de los osteoblastos. Estudios realizados con mutantes de S. aureus que
carecen de la expresion de FnBPA y FnBPB demuestran que las mismas presentan una menor
capacidad de invadir osteoblastos lo cual denota la importancia de dichas proteinas en la colonizacién
6sea [107,108]. Otra molécula de adhesién importante para la interaccion de S. aureus con el hueso
es la proteina de unién al colageno (Cna: del inglés “collagen adhesin”). Existen evidencias
experimentales utilizando un modelo de osteomielitis hematdgena, de que esta proteina jugaria un rol
preponderante en el establecimiento de la infeccién 6sea debido a que participa en el desarrollo de
cambios histoldgicos indicativos de osteomielitis aguda como inflamacion de los huesos largos,
formacién de abscesos y destruccion de la fisis o cartilago de crecimiento y tejido 6seo [109].

Asimismo, la expresién de Cna es critica en la osteomielitis asociada a implantes prostéticos debido a
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que los mismos son rapidamente cubiertos por colageno en el huésped facilitandose asi la
adherencia de la bacteria a través de dicha adhesina [110]. La proteina de unién a la sialoproteina del
hueso (bbp del inglés “bone sialoprotein binding protein”) ha sido una de las primeras adhesinas
estudiadas dada su expresion en aislamientos de S. aureus provenientes de pacientes con
infecciones dseas o articulares y se ha propuesto que tendria un rol en el desarrollo de osteomielitis
[111].

La adherencia de S. aureus a la matriz 6sea o al implante prostético, como se menciono
anteriormente, es el primer paso para la colonizacién bacteriana. Luego, el establecimiento de la
infeccién se vera favorecido por la capacidad de este patdogeno de crecer formando parte de una

biopelicula lo cual genera una adherencia fuerte al tejido o la matriz [112].

1.3.2. Invasion tisular y dano.

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de S. aureus es su capacidad para producir una
gran diversidad de toxinas que dafian células del hospedador asi como enzimas extracelulares que
facilitan la invasion tales como proteasas, hialorunidasa, lipasa y nucleasa [101,104]. Una vez que
S. aureus establecid la infeccion 6sea secreta algunas de estas toxinas para debilitar los
componentes de la matriz, lo cual resulta en la destruccion ésea. [113]. Entre ellas se destacan la
leucocidina de Panton—Valentine (PVL: del inglés “Panton—Valentine leucocidin®), una exotoxina
formadora de poro y la coagulasa (CoA) una proteina que se une a la protrombina del suero,
activandola y desencadenando la coagulacién [114]. Ambas moléculas se propone que estan
involucradas en la pérdida y destruccion 6sea durante la osteomielitis por S. aureus debido a que
provocan la inhibicion de la proliferacion de los osteoblastos e inducen su apoptosis. Asimismo
bloquean la formaciéon y mineralizacién ésea y regulan la expresion de RANKL favoreciendo la
diferenciacion de osteoclastos in vitro [115]. Se ha demostrado que PVL jugaria un rol en la
degradacion 6sea observada durante la osteomielitis debido a su capacidad de inducir deformacion
Osea y abscesos musculares en un modelo de osteomielitis en conejo [116]. No obstante es
necesario considerar que no todos los aislamientos de S. aureus expresan dicha toxina.

S. aureus secreta ademas modulinas solubles en fenol (PSMs: del inglés “phenol soluble
modulins”), pequefos péptidos anfipaticos que actuan como surfactantes provocando la lisis celular
[117]. Se ha demostrado que dichas modulinas promueven la lisis de osteoblastos [118]. Estudios
in vivo han demostrado que participan en el desarrollo de osteomielitis favoreciendo la diseminacion
bacteriana y la deformacion ésea. Sin embargo, en este modelo la ausencia de PSMs sélo previno la
diseminacion bacteriana al inicio de la infeccion y no presenté un impacto en la reduccion del dafio a

tiempos mas prolongados en el modelo de osteomielitis en conejo [119].
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1.3.3. Induccioén de respuesta inflamatoria.

Las infecciones causadas por S. aureus se caracterizan por la induccion de una importante
respuesta inflamatoria. Luego de su ingreso, S. aureus es rapidamente reconocido por receptores
celulares del sistema inmune innato del hospedador iniciando cascadas de sefializacion que llevan a
la produccién de citoquinas inflamatorias y quimioquinas [76]. Las células del hospedador reconocen,
mediante receptores especificos denominados PRRs (del inglés “pathogen recognition receptors”)
diversos motivos conservados de los microorganismos denominados PAMPs (del inglés “pathogen-
associated molecular patterns”). Entre los PAMPs bacterianos de S. aureus se encuentran el
peptidoglicano de la pared celular, las lipoproteinas y los acidos lipoteicoicos. Entre los receptores
celulares que reconocen estos PAMPs se destacan, los receptores TLR2 (del inglés “Toll- like

receptor-2”") y NOD (del inglés “nucleotide-binding oligomerization domain proteins”).

1.3.3.1. Interaccion de S. aureus con las células del hueso.

El ingreso de la bacteria al hueso genera una importante respuesta inflamatoria. Entre las
células respondedoras a la presencia de la bacteria en el microambiente 6seo las mas estudiadas
han sido los osteoblastos [120]. Entre los PRRs expresados por los osteoblastos se han descripto los
receptores NOD1 y NOD2, receptores de reconocimiento de patrones intracelulares, los cuales
activan la sefnalizacion via NF-kB, las MAPKs (del inglés “Mitogen-activated protein kinases”) y los
receptores TLR2 cuya senalizacién favorece la expresidon de RANKL. Asimismo, S. aureus es
reconocido por TNFR1 (del inglés “tumor necrosis factor receptor 1”) en la superficie de los
osteoblastos [96,121-123].

En cuanto a la produccién de mediadores inflamatorios, se ha demostrado que los
osteoblastos de origen murino y humano infectados con S. aureus expresan altos niveles de IL-6
[123]. Asimismo, los osteoblastos secretan las quimioquinas MCP-1 y CXCL10 (IP-10), las cuales
tienen la capacidad de reclutar monocitos y linfocitos T respectivamente favoreciendo el desarrollo de
dafio 6seo [124,125]. Asimismo, durante la infeccion por S. aureus se produce en los osteoblastos la
activacion de NLRP-3 (del inglés “NLR family pyrin domain containing 3”) un inflamasoma que es
esencial para la secrecion de IL-1B por otros tipos celulares en respuesta a S. aureus [126].

Ademas de los osteoblastos, las células progenitoras de medula 6sea actuan como una fuente
de efectores inmunes y ante la presencia de un patdégeno favorecen la diferenciacién hacia un perfil
mieloide que permita combatir la infeccion. Se ha identificado la presencia de PPRs en las células
progenitoras, entre ellos TLR2 y NOD2, los cuales inducen la diferenciacion hacia células dendriticas
y monocitos/macrofagos [127-129]. La interaccion de S. aureus con los osteoclastos ha sido muy

poco estudiada hasta el presente. Recientemente, en forma paralela a la realizacién de este trabajo
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se demostré6 que las citoquinas pro-inflamatorias producidas por macrofagos en respuesta a

S. aureus activan a los osteoclastos promoviendo su migracién y funciones resortivas [130].

1.3.4. Evasion de los mecanismos de defensa del huésped por S. aureus.

Las infecciones cronicas por S. aureus, como es el caso de la osteomielitis, surgen como
consecuencia de la exitosa evasion de la respuesta inmune del hospedador lo cual conduce a la
persistencia de la bacteria en el microambiente 6seo. Entre las estrategias empleadas por S. aureus
que se propone contribuyen a la persistencia en hueso se destacan la forma de vida en biopeliculas,
la persistencia intracelular y la formaciéon de variantes puntiformes (SCV: del inglés “Small Colony

Variants”).

1.3.4.1. Biopeliculas y su rol en persistencia.

El establecimiento y la persistencia de las infecciones por S. aureus se debe en gran parte a
su capacidad de formar biopeliculas. La presencia de un implante prostético asi como el tejido
desvitalizado resultante de la infeccién constituyen una superficie ideal para la formacion de la
biopelicula [131]. Las biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo y se
caracterizan por un crecimiento, una expresion génica y una produccion proteica alterada [132]. Las
bacterias al formar biopelicula estan protegidas de la accion de los anticuerpos, del ataque de las
células fagociticas y de los tratamientos antimicrobianos [133]. Entre los mecanismos responsables
de la resistencia a antibiéticos se incluyen: (i) la barrera de difusion fisica y quimica a la penetracion
de los antimicrobianos que constituye la matriz de exopolisacaridos (ii) el crecimiento enlentecido de
las bacterias debido a la limitacion de nutrientes y (iii) la activacion de respuestas de estrés que
provocan cambios en la fisiologia de la bacteria y la aparicion de un fenotipo especifico que la hace
menos susceptible a la acciéon antimicrobiana [133,134]. Asimismo, hay que tener en cuenta que el
fracaso terapéutico puede deberse en parte a que los antibiéticos utilizados rutinariamente han sido
seleccionados por su actividad frente a bacterias planctonicas, sin tener en cuenta que los resultados
obtenidos pueden no ser extrapolables a esa misma bacteria cuando esta creciendo en el interior de
una biopelicula [135]. De esta manera la falta de un tratamiento antimicrobiano efectivo favorece la
persistencia de la bacteria. Este hecho sumado a que la formacién de una biopelicula representa un
punto de diseminacién debido a que algunas bacterias de la matriz de la biopelicula se liberan de la
misma, contribuye a la colonizacién de los tejidos adyacentes, el establecimiento de la infeccion y la
cronicidad de la enfermedad [132]. Se ha demostrado que las biopeliculas estdn compuestas de una
mezcla heterogénea de proteinas que participan de diversos aspectos de la fisiologia bacteriana,

entre ellos factores de transcripcion y traduccién, aquellos involucrados en el metabolismo energético

15



INTRODUCCION

y la patogénesis. Asimismo se han identificado factores de virulencia que representan tan solo el 12%
del proteosoma extracelular total. La liberacién de estos factores puede contribuir al dafo éseo
durante la osteomielitis por S. aureus debido a que se ha demostrado que inducen la apoptosis de
osteoblastos, inhiben la diferenciacion osteogénica y favorecen la diferenciacion de osteoclastos por
inducir un aumento de RANKL [136].

1.3.4.2. Persistencia intracelular.

Se ha propuesto que la internalizacion de S. aureus por los osteoblastos seria un elemento
determinante para la cronicidad en las enfermedades 6seas ya que permitiria a la bacteria ocultarse
del sistema inmune y evitar la accion de los antibiéticos [137]. La adhesién de S. aureus a los
osteoblastos es el primer paso para la internalizacion e involucra la interaccion de las proteinas
FnBPA y FnBPB de S. aureus con la integrina a5b1 expresada en la superficie de los osteoblastos.
La capacidad de distintas cepas de S. aureus de ser internalizadas por estas células esta regulada
por los niveles del factor de transcripcion sigma B, ya que el mismo modula la expresion de las FnBP
[138]. Luego de la adhesion los microfilamentos comienzan a formar extensiones de la superficie
celular que recubren a la bacteria y favorecen su fagocitosis. Los microtubulos por su parte trasladan
la vesicula endocitica fuera de la membrana celular para permitir la formacién de nuevas vesiculas
[139]. Luego de ser internalizada, la mayoria de la bacteria reside en estas vesiculas y permanece
viva, sin embargo, algunas bacterias pueden ser liberadas al citoplasma e inducir apoptosis [140]. La
invasion de los osteoblastos resulta en un aumento de la fosforilacion de las kinasas erk1/2 las cuales
se encuentran involucradas en la sefalizacion intracelular que conduce a la produccion de TNF-a e
IL-6 [141]. El estudio de los mecanismos de persistencia de S. aureus en los osteoblastos es un
elemento clave para el entendimiento de la evolucion de la enfermedad desde la fase aguda al

estadio cronico.

1.3.4.3. Formacion de variantes puntiformes.

Se ha demostrado que el microambiente que S. aureus encuentra en el medio intracelular
induce la formacion de variantes puntiformes (SCV) [142] las cuales se caracterizan por formar
colonias pequefias en agar, presentar un metabolismo lento y un fenotipo menos virulento. El estrés
como el que puede representar la presencia de un antibiético favorece su aparicion [143]. Una de las
caracteristicas mas importantes de las SCV es su capacidad de persistir intracelularmente en
diversos tipos celulares, entre ellos los osteoblastos [144]. Recientemente se describié que utilizan
como mecanismo de adaptacion la transicién entre un fenotipo virulento a otro no virulento lo cual les
permite ocultarse en el interior de las células del hospedador utilizandolo como reservorio y

contribuyendo al desarrollo de las infecciones cronicas [145]. La presencia de SCV en el interior
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celular regula negativamente la respuesta inmune del huésped disminuyendo la secrecion de
quimioquinas como CXCL10, RANTES o CXCL-11 [1486].

La ubicacion intracelular de las variantes puntiformes constituye un problema para el
tratamiento de las infecciones por S. aureus debido a que se ha descripto que a pesar que muchos
antibiéticos se acumulan intracelularmente, su actividad puede ser menor dentro de las células del
huésped [147]. Mas aun muchos compuestos antimicrobianos requieren que el patéogeno se
encuentre metabdlicamente activo para tener efectividad por lo que el cambio de estas variantes al
fenotipo de menor actividad metabdlica puede ser responsable de la menor susceptibilidad al
tratamiento [148]. Se ha descripto asimismo que bajas concentraciones de antibidticos como
gentamicina, moxifloxacina y clindamicina pueden promover la formacion de estas variantes in vitro
[27], por lo que la seleccidn de estos compuestos para el tratamiento de las infecciones crénicas debe
ser investigado correctamente para excluir la posibilidad de que promuevan la formacién de variantes

puntiformes y por lo tanto la persistencia en el tejido del huésped.

1.3.5. La proteina A y su rol potencial en osteomielitis.

La proteina A (SpA) es una es una proteina de 42 kDa altamente conservada que esta
presente en la superficie de la gran mayoria de los aislamientos clinicos de S. aureus, se encuentra
covalentemente unida a la pared celular por medio de su extremo carboxi-terminal (Figura 3). Ademas
de su expresion en superficie, los aislamientos clinicos de S. aureus secretan cantidades
significativas de SpA al medio extracelular [149] y se la encuentra formando parte de los
componentes de las biopeliculas [150]. En su forma secretada contiene el péptido de
direccionamiento sin procesar por lo cual su tamafio es mayor (~65KDa). En su extremo amino-
terminal presenta cinco dominios conservados (E, D, A, B, C) de 58 residuos, que se unen a la
porcion Fc de la inmunoglobulina G (IgG), seguidos de una regién polimérfica, llamada Xr, que
contiene un numero variable, entre 1 y 22, de secuencias cortas repetitivas (SSR, del inglés: “short
sequence repeats”) de 24 pb y la regién Xc de anclaje a la pared celular [151-153].

Nuestro grupo de investigacion ha identificado a la proteina A como un factor de virulencia
critico en la patogénesis de las infecciones pulmonares y sistémicas debido a su capacidad de activar
la cascada de sefializacion de TNF-a en células epiteliales e inmunes [154—-156]. A través de cada
uno de sus dominios de unioén a IgG la proteina A es capaz de interaccionar con TNFR1 y activar los
mecanismos de transduccion de sefiales normalmente inducidos por TNF-a, el ligando natural de
TNFR1 (Figura 3). La activacion de TNFR1 por la proteina A induce la produccién de citoquinas
inflamatorias, quimioquinas y el reclutamiento de neutrdfilos al sitio de infeccion mediante la
activacion de MAPKs y el factor de transcripcion NF-kB [123,154,155,157,158]. Ademas de ser
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reconocida por TNFR1 la proteina A es reconocida por el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, del inglés “epidermal growth factor receptor’) en células epiteliales y macréfagos
lo cual conduce a la activacion de las MAPKs , erk1/2 y la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias
(Figura 3) [159].

El impacto de la expresion de la proteina A en la induccion de cascadas de sefalizacion
inflamatorias en diversos tipos celulares [154,156,158,159] la convierte en un factor que amerita ser

estudiado en el contexto de las infecciones 6seas por S. aureus.
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Figura 3. Estructura de la proteina A. (S): secuencia senal, (E-C): Regién de unién a IgG, (X): COOH
termiinal, (Xr): SSRs, (Xc): Secuencia de anclaje a la pared celular. La proteina A activa la sefalizacién a través
de los receptores TNFR1 y EGFR induciendo citoquinas y quimioquinas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1. HIPOTESIS.

La proteina A de S. aureus contribuye significativamente a la induccion de cascadas de
sefnalizacion pro-inflamatorias mediante su interaccién con el receptor de TNF-a tipo 1, TNFR1 vy el
receptor del factor de crecimiento epidérmico, EGFR en multiples tipos celulares. Ha sido propuesto
que las cascadas de senalizacion inflamatorias jugarian un rol critico en el desbalance del
metabolismo 6seo durante el desarrollo de osteomielitis. Por lo tanto, nuestra hipotesis es que la
acciéon temprana de la proteina A sobre las células presentes en el microambiente del hueso podria
contribuir en forma significativa a la pérdida de masa 6sea y el desarrollo de osteomielitis por

S. aureus.

2.2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

A fin de demostrar la hipdtesis expuesta, el objetivo general del presente trabajo de
investigacion ha sido establecer el rol de la proteina A en la patogénesis de la osteomielitis por
S. aureus. Para ello, se propusieron los siguientes objetivos especificos que fueron desarrollados

mediante ensayos in vitro y estudios in vivo.

Objetivo 1. Determinar el rol de la proteina A de S. aureus en la diferenciacion de osteoclastos y su

funcién resortiva.

Objetivo 2. Establecer la participacién de las cascadas de sefalizacion mediadas por los receptores
TNFR1 y EGFR en la diferenciacion y activacion de osteoclastos inducida por S. aureus y la

proteina A.

Objetivo 3. Determinar la contribucion de la proteina A en el desarrollo de osteomielitis por S. aureus

utilizando modelos experimentales in vivo.
Objetivo 4. Evaluar la potencialidad de la neutralizacion de la proteina A durante los estadios

iniciales de la infeccion para prevenir la diferenciacién de osteoclastos y la induccién de mediadores

inflamatorios.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. SOLUCIONES Y REACTIVOS.

PBS: 10 mM Na,PO,4, 150 mM NaCl, pH 7.4.

Buffer TBE 5X: Tris-Borato 0.45 M, EDTA 0.01 M, pH 8.

Medio de cultivo Luria Bertani: Cloruro de sodio 5.0 g/l, Extracto de levadura 5.0 g/l, Triptona
10g/l,pH 7.

Medio de cultivo 2YT: Triptona 16 g/I, Extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/I, pH 7.

Buffer de siembra proteinas 6X: 375 mM Tris-HCI, 6% SDS, 48% dlicerol,
9% 2-Mercaptoetanol, y 0.03% de azul de bromofenol, pH 6.8.

Solucién de tincién: azul brillante de Coomassie 1% en solucién de Metanol 60%: Acido
acético 20%.

Solucién decolorante: Isopropanol 25%, Acido acético 10%.

Buffer de corrida 5X: Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 0.1% SDS, pH 8.8.

Buffer de siembra zimografia 5X: 0,25 M Tris-HCI, 5% SDS, 50% de glicerol, 50% sacarosa y
0.05% azul de bromofenol, pH 6.8.

Solucién de lavado | para zimografia: Tris-HCI 50 mM, Tritén 2.5%, Azida sédica 0.02%.
Solucién de lavado Il para zimografia: Tris-HCI 50 mM, Triton 2.5%, Azida sédica 0.02%,
ZnCl, 1 uM, CaCl, 5 mM.

Solucién de incubacién Il para zimografia: Tris-HCI 50 mM, Azida sddica 0.02%,
NaCl 200 mM, CaCl, 10 mM.

Buffer de lisis de eritrocitos: NH4Cl 0.5 M.

Buffer citrato/acetato para ELISA: 0.1 M de acetato de sodio, 0.1M de &cido citrico, pH 6.
Buffer de lavado para ELISA: PBS, 0.05% Tween 20.

Buffer de bloqueo para ELISA: 5 % albumina bovina (BSA) en PBS o 10% suero fetal bovino
(SFB) en PBS.

Sustrato de revelado para ELISA: 3,3', 5,5-tretametilbencidina (TMB) y peroxido de hidrégeno.
Solucién de corte de reaccion para ELISA: 2 N H,SO,.

Solucion Fisioldgica: 0.9% NaCl.

Ficoll-Triyosom.

Dextran 6%.

Buffer MACs para purificacion de monocitos humanos: EDTA 2mM, 0,5% de suero fetal
bovino, PBS 1X.

Medio a-MEM completo: a-MEM conteniendo 10% suero fetal bovino, Penicilina (100 U/ml),
Estreptomicina (100 ug/ml) y L-glutamina (2 mM).

Solucién de tincion de TRAP para osteoclastos: Agua Rivero: 45 ml, Fast gained: fast GBC
0.5 ml + nitrito 0.5ml, Naftol: 0.5 ml, Acetato: 2ml, Tartrato: 1ml.

3.2. CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO.

Para los experimentos in vitro, S. aureus cepa FPR3757 y su correspondiente mutante

isogénica SpA- (S. aureus que presenta delecionado el gen de la proteina A) fueron gentilmente

provistas por la Dra. Alice Prince (Columbia University, USA). Las cepas de S. aureus fueron crecidas

en placas de agar tripteina de soja (TSA) a 37°C durante 16 horas y resuspendidas en medio a-MEM

hasta una densidad 6ptica medida a 600 nm (DOgqo) de 1. Los cultivos bacterianos se centrifugaron

durante 10 minutos a 10.000 rpm y el pellet fue resuspendido en medio a-MEM a una concentracion
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de 1x10° UFC/ml. Las diferentes cepas de Lactococcus lactis MG1363 portando el vector pKS80
conteniendo la proteina A (SpA) completa (L. lactis SpA) o un vector vacio (L. lactis VC) fueron
proporcionadas por el Dr. Tim Foster (Trinity College, Dublin, Irlanda). L. /lactis fue crecido en medio
M17 con 0.5% glucosa y eritromicina (5 pg/ml) a 30°C sin agitacién. Los cultivos bacterianos se
centrifugaron durante 10 minutos a 10.000 rpm y el pellet fue resuspendido en medio a-MEM a una
concentraciéon de 1x10° UFC/ml. Los indculos bacterianos se inactivaron por calentamiento a 80°C
durante 60 min. Este procedimiento no altera la interaccion de la proteina A expuesta sobre la
superficie con TNFR1 [158].

S. aureus cepa Newman y la mutante isogénica SpA™ (por la interrupcion del gen spa carece
de la expresion de la proteina A) fueron gentilmente provistas por el Dr. Tim Foster (Trinity College,
Dublin, Irlanda). Las cepas mencionadas poseen el vector vacio pCU1 que posee resistencia a
cloranfenicol. Para los experimentos in vitro con S. aureus cepa Newman y su correspondiente
mutante isogénica SpA sin complementar, las cepas fueron crecidas en placas de TSA a 37°C
durante 16 horas y resuspendidas en medio a-MEM hasta una densidad éptica medida a 600 nm
(DOggo) de 1. Los cultivos bacterianos se centrifugaron durante 10 minutos a 10.000 rpm y el pellet fue
resuspendido en medio a-MEM a una concentracién de 1x10° UFC/m.

Para los experimentos de complementacion se incorporaron las secuencias codificantes de
SpA y SpAL17A en el vector pCU1 y las cepas complementadas se denominaron SpA™(SpA) y
SpA-(SpAL17A). Para estos experimentos, las cepas fueron crecidas en TSA con el agregado de
cloranfenicol a una concentracion de 10 ug/ml y el agregado de kanamicina a 50 pg/ml para la cepa
SpA-, a 37°C durante 16 horas. Estos cultivos fueron utilizados para preparar cultivos frescos con una
densidad 6ptica medida a 600 nm (DOgq) de 0.05 en caldo tripteina de soja (TSB) (con el agregado
de cloranfenicol a una concentracién final de 10 ug/ml) los cuales fueron crecidos hasta alcanzar una
DO600 =0.8 a fin de favorecer la expresion de la proteina a partir del vector de expresion. Los cultivos
fueron luego centrifugados durante 10 minutos a 10.000 rpm, se lavaron una vez con PBS vy luego el
pellet fue resuspendido en el mismo volumen de a-MEM para obtener un inéculo de 2x10® UFC/ml.
Los in6culos bacterianos se inactivaron por calentamiento a 80°C durante 60 min. Se utilizé en este
caso un inéculo menor dado que el crecimiento en medio liquido indujo un mayor potencial citotéxico
para los cultivos.

Para los experimentos in vivo, S. aureus cepa FPR3757 tipo salvaje y la mutante isogénica
SpA- fueron crecidas en TSA a 37°C durante 16 horas. Estos cultivos fueron utilizados para preparar
cultivos frescos con una densidad éptica medida a 600 nm (DOgqo) de aproximadamente 0.05 en
medio TSB, los cuales fueron crecidos a 37°C con agitacion (200 rpm) hasta alcanzar una DOgy, =0.8

dado que la expresién de SpA es maxima durante la fase exponencial media - tardia. Los cultivos
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fueron luego centrifugados durante 10 minutos a 10.000 rpm, se lavaron una vez con PBS y luego el
pellet fue resuspendido en PBS a razén de 1x10° UFC/m.

Para la expresion de proteinas recombinantes fusionadas a GST, se utilizé la cepa BL21 de
E. coli transformada con el vector de expresion pGEX-KG conteniendo la proteina de interés la cual

fue crecida en medio de cultivo 2YT conteniendo ampicilina (100 pg/ml).

3.3. EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES.

Se indujo la expresion de las proteinas recombinantes y luego se procedioé a su purificacion,
determinacion de la integridad proteica y grado de pureza y a la cuantificacién de las mismas para su
posterior utilizacion en ensayos in vitro. Se utilizaron las siguientes proteinas recombinantes:

GST: Glutation-S-transferasa.

GST-SpA: proteina A completa fusionada a GST.

GST-D: dominio D de la regién de union a IgG de la proteina A fusionada a GST.

GST-DL17A: dominio D de la proteina A con la leucina 17 mutada fusionada a GST.

La utilizacion del dominio D de la proteina A como inductor de sefializaciéon inflamatoria es

equivalente al uso de la proteina A completa [158].

3.3.1. Expresién de proteinas recombinantes.

Con el objeto de expresar las distintas proteinas, se utilizé E.coli BL21 transformada con el
vector de expresion pGEX-KG que contiene clonado como proteina de fusion a GST (dominio
glutation-S-transferasa), el dominio D, dominio DL17A y el gen completo de la proteina A de
S. aureus proveniente de la cepa Newman. Este vector posee un promotor inducible por IPTG (del
inglés “isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside” y todo lo necesario para su mantenimiento vy
amplificacion (gen de resistencia a ampicilina y origen de replicacién) en esta cepa.

e Utilizar una colonia de E.coli BL21 conteniendo el plasmido deseado (pGEX-KG, pGEX-KG:
SpA, pGEX-KG: D, pGEX-KG: DL17A) para crecer un cultivo madre en medio 2YT con
ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml a 37° C, con agitacion a 200 rpm toda la
noche (ON).

e A partir del cultivo ON, crecer un cultivo en medio 2YT con ampicilina (100 pyg/ml) hasta una
densidad optica de 0.5 (medida a 600 nm), a 37° C con agitacion a 200 rpm.

e Agregar IPTG a una concentracion final de 1 mM, para inducir en el cultivo la expresion de la
proteina de fusion y continuar con el cultivo a temperatura ambiente con agitacion a 200 rpm
ON.
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Centrifugar el cultivo durante 10 minutos a 10.000 rpm y resuspender el pellet bacteriano en
PBS 1X frio.

Agregar lisozima a una concentracion final 100 ug/ml y ADNasa a una concentracion final
10 pg/ml e incubar a 37° C por 5 minutos, para permitir la ruptura de la pared bacteriana y la
posterior degradacién del ADN cromosomal y plasmidico bacteriano.

Lisar las bacterias mediante sonicacion, utilizando pulsos de 10 segundos y 10 segundos de
descanso por 2 minutos con una potencia de 30 amperios.

Posteriormente centrifugar el lisado a 4°C durante 10 minutos a velocidad maxima
(13000 rpm) para permitir separar el debris celular (pellet) del lisado proteico (sobrenadante).

Conservar el sobrenadante a -80°C hasta su utilizacion.

3.3.2. Purificacion de proteinas de fusion a GST.

Se siguiod el protocolo de columnas de afinidad Glutation Sefarosa (Amersham) que permite

purificar las proteinas recombinantes de las restantes proteinas bacterianas debido a la afinidad del

tag GST con la Glutatiéon Sefarosa presente en la resina de la columna.

Lavar la resina con PBS 1X y centrifugar 1 minuto a 735 x ga 4° C.

Incubar el lisado proteico con la resina por 15 minutos a temperatura ambiente con rotacion
constante para permitir la interaccion y union especifica de las proteinas.

Centrifugar 1 minuto a 735 x g a 4° C, para permitir separar las proteinas no unidas a la
resina.

Lavar 2 veces con PBS 1X.

Agregar buffer de elucidon conteniendo glutation reducido e incubar por 15 minutos a
temperatura ambiente con rotacidén constante, para permitir la separacion de las proteinas
recombinantes de la resina.

Centrifugar 1 minuto a 735 x g a 4° C para permitir la elucion de las proteinas recombinantes.
Dializar contra 300 volumenes de PBS 1X con agitacion a 4° C toda la noche.

Conservar el extracto proteico a -80° C.

3.3.3. Decontaminacion de las proteinas.

A fin de eliminar trazas de lipopolisacarido bacteriano (LPS) presentes en el extracto proteico

obtenido anteriormente se sigui6 el protocolo de columnas de polimixina B (Detoxi-Gel Endotoxina,

Pierce). La polimixina B posee la capacidad de unirse a la porcion del lipido A del polisacarido

bacteriano. A continuacion se detalla el protocolo seguido.
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e Lavar la columna con 5 volimenes (5 ml) de 1% deoxicolato de sodio (detergente) para
regenerar la resina.

e Lavar con 5 volumenes de agua, para remover el detergente.

e Equilibrar la resina Detoxi-Gel con 5 volumenes de PBS 1X y permitir su elucion.

e Aplicar en la columna 1 ml del extracto proteico e incubar la muestra por 1 hora a temperatura
ambiente, para permitir la union del LPS a la polimixina B

e Colectar el eluido (1 ml) por agregado de 1 ml PBS 1X.

e Las proteinas obtenidas se conservaron a -80°C hasta su utilizacion en los ensayos in vitro.

3.3.4. Determinacién del grado de pureza e integridad de las proteinas purificadas.

Una alicuota de las proteinas obtenidas se analizo6 en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante (concentrador de 5% y separador 8%) (Tabla 1 y 2) con el fin de corroborar la

integridad y pureza de las mismas (Tabla 3).

Tabla 1: Reactivos y volumenes en ml para la preparacion del gel SDS-PAGE 5%.

Gel Concentrador 5% Vol (ml)
Agua 21
Acrilamida/bisAcrilamida 30% 0.5
Tris 1M (pH:6,8) 0.380
SDS 10% 0.03
Persulfato de amonio 10% 0.03
TEMED 0.003
Volumen final 3

Tabla 2: Reactivos y volumenes en ml para la preparacion del gel SDS-PAGE 8%.

Gel Concentrador 8% Vol (ml)
Agua 4.6
Acrilamida/bisAcrilamida 30% 2.7
Tris 1M (pH:6,8) 25
SDS 10% 0.1
Persulfato de amonio 10% 0.1

TEMED 0.006

Volumen final 10
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Tabla 3: Peso molecular esperado para cada proteina recombinante y para el tag GST.

Proteina Peso Molecular
Recombinante | Esperado (Da)
GST 28429
GST-SpA 81002

GST-D 30732
GST-L17A 30732

La electroforesis de proteinas se realizd siguiendo un método descripto previamente para
geles discontinuos conteniendo SDS [160] a 30 mA por gel, a temperatura ambiente durante
aproximadamente 90 minutos en buffer de corrida frio.

Se procedio a la coloracién del gel con solucion de tincién durante 1 hora con agitacién
constante y luego se incubd en solucién decolorante con agitacién ON. En cada corrida electroforética
se utilizé6 un marcador de peso molecular (Page Ruler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific),
que permitié estimar el peso molecular de las proteinas de interés mediante una curva de calibracién

(peso molecular en funcién del logaritmo de la distancia recorrida en el gel).

3.3.5. Cuantificacion de las proteinas aisladas.

e Utilizar el método de Bradford para realizar la cuantificacion.

e Realizar una curva patron con diluciones seriadas al medio de albumina bovina (BSA) con una
concentracion maxima de 25 ug/ul y hasta una concentracion minima de 0.39 pg/pl.

e Utilizar una dilucion 1:500 de las muestras proteicas.

e Colocar en una placa de 96 pocillos 40 ul del reactivo de Bradford y luego agregar 160 ul de
las muestras en dilucién 1:500 6 de BSA y mezclar por resuspension con pipeta.

e Realizar la lectura a 595 nm.

e Por extrapolacion en la curva de calibracion determinar la concentracién de las muestras
estudiadas. En el caso que la absorbancia de las muestras se encuentre fuera de los limites

de la curva, realizar nuevas diluciones para obtener un resultado certero.

3.4. CELULAS Y MEDIOS DE CULTIVO CELULAR.

Para los ensayos in vitro se utilizaron cultivos primarios de médula 6sea de raton y monocitos
humanos purificados de sangre periférica de dadores sanos. Las células se cultivaron en
medio a-MEM completo y se sembraron en placas de 24 pocillos (5x10° células/pocillo (células de

médula 6sea) 6 2.5x10° células/pocillo (monocitos).
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3.4.1. Obtencion de precursores de osteoclastos de origen murino.

Los precursores de osteoclastos se diferenciaron a partir de células de medula 6sea de

ratones BALB/c, C57BL/6 o ratones deficientes en la expresion del receptor de TNF-a tipo 1, TNFR1

(tnfr1”") segun el siguiente protocolo:

Extraer el fémur y retirar con bisturi la piel del mismo.

Colocarlo en EtOH 70% durante 2 min.

Cortar las epifisis y eluir la médula con 10 ml de medio a-MEM.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 ml de buffer de lisis de eritrocitos para
lisar los globulos rojos y completar el volumen con medio a-MEM.

Centrifugar 10 minutos a 1500 rpm.

Descartar el sobrenadante y resuspender en 5ml de medio a-MEM completo.

Homogenizar y tomar alicuota para recuento celular y determinar viabilidad celular con azul
tripan (verificar que la viabilidad sea mayor al 95 % en todos los casos).

Estimular las células con M-CSF (30 ng/ml) durante 3 dias para inducir la diferenciacion a pre-

osteoclastos.

3.4.2. Obtencidn de precursores de osteoclastos de origen humano.

Los precursores de osteoclastos se diferenciaron a partir de monocitos obtenidos de sangre

periférica de dadores sanos mediante la técnica de separacion por gradiente de densidad en Ficoll-

Triyosom y posterior purficacion con perlas magnéticas segun el siguiente protocolo:

Diluir la sangre al medio con solucion fisiolégica y sembrar sobre Ficoll-Triyosom en una
relacion de sangre diluida: Ficoll 2:1 (15ml de sangre llevarlos a 30ml con solucion fisioldgica y
sembrar sobre 15ml de Ficoll). Centrifugar durante 25 minutos a 480 x g con aceleracién
suave y sin freno a 22°C.

Descartar el suero y el Ficoll con pipeta pasteur, dejando sdlo una pelicula de liquido sobre el
pellet de células polimorfonucleares y eritrocitos.

Trasvasar el halo de células mononucleares a un tubo limpio y agregar 50 ml de solucién
fisiolégica, centrifugar durante 10 minutos a 483 x g, descartar el sobrenadante y resuspender
el pellet en 5 ml de a-MEM 10% suero fetal bovino.

Tomar una alicuota para recuento celular (trabajar con una cantidad celular igual o menor a
100 x 10° células) y para determinar el porcentaje de neutréfilos contaminantes (el porcentaje

tiene que ser igual o menor al 3%).
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Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm. Descartar sobrenadante, romper el pellet
suavemente y resuspender en 900 ul de Buffer MACs. Trabajar en frio.

Agregar 20 pl de las perlas magnéticas, marcadas con anticuerpo anti-CD14 por cada 10’
células totales. Mezclar e incubar 15 minutos en hielo y al resguardo de la luz.

Agregar 6 ml de Buffer MACs y centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm. Descartar el
sobrenadante y resuspender el pellet en 1ml de Buffer MACs. Dejar en hielo.

Colocar la columna en el iman y agregarle 1 ml de Buffer MACs para su activacién. Colocar un
tubo estéril debajo de la columna para recoger las células no marcadas como los linfocitos.
Agregar de a 500 pl de la solucién de células mononucleares marcadas con anticuerpo anti-
CD14. (Nunca dejar que se seque la columna, ir agregando de 500 ul de la solucion hasta
pasar todo el volumen de células).

A continuacién lavar la columna con las células 4 veces con 500 ul de Buffer MACs.

Retirar la columna del iman apoyandola en un tubo estéril nuevo, agregar 1 ml de Buffer
MACs a la columna, colocar el émbolo y presionar hasta eluir el contenido de la columna.
Pasar el volumen de células a un tubo estéril, agregarles 10 ml de Buffer MACs para lavar.
Homogenizar y tomar alicuota para recuento celular y para control de purificacion por
citometria de flujo (marcar una alicuota de los monocitos purificados con anti-CD14 PE).
Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm y resuspender en 5ml de medio a-MEM completo.
Homogenizar y tomar alicuota para recuento celular y determinar viabilidad celular con azul
tripan (verificar que sea mayor al 95 % en todos los casos).

Estimular las células con M-CSF (30 ng/ml) durante 3 dias para inducir la diferenciacion a pre-

osteoclastos.

3.5. ENSAYOS DE OSTEOCLASTOGENESIS IN VITRO.

Los pre-osteoclastos fueron cultivados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con los siguientes

estimulos:

Cepas bacterianas: S. aureus cepa USA 300 FPR3757 y su correspondiente mutante
isogénica SpA-, S. aureus cepa Newman y su correspondiente mutante isogénica SpA- sin
complementar, L. lactis SpA y L. lactis VC a una concentracion de 1x10® UFC/ml. Para los
ensayos de complementacion S. aureus cepa Newman, su correspondiente mutante isogénica
SpA- y; las correspondientes cepas complementadas SpA-(SpA) y SpA-(SpAL17A) a una

concentracion de 1x10” UFC/ml.
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¢ Proteinas recombinantes: GST-SpA, GST-D, GST-L17A se utilizaron a una concentracion
final de 0.5 nM. GST (0.5 nM) se utiliz6 como control negativo. RANKL (50 ng/ml) y TNF-a
(10 pg/ml) se utilizaron como controles positivos.

¢ Anticuerpos neutralizantes: Se utilizé un anticuerpo neutralizante anti-TNF-a (TN3-19.12 BD
Biosciences, 10 pg/ml) y un anticuerpo neutralizante anti-proteina A (Sigma P3775,
500 pg/ml).

El medio y los aditivos fueron reemplazados cada 2-3 dias. A los 9 dias luego de la
estimulacién se determiné la diferenciacion en células multinucleadas (mas de 3 nucleos) positivas

para la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) por microscopia.

3.6. ENSAYOS DE FUNCIONALIDAD.

Células provenientes de medula 6sea de ratones C57BL/6 o ratones tnfr1” fueron sembradas
en placas de dentina de 96 pocillos (BD BioCoat Osteologic, BD Biosciences, 2 x10° células/pocillo en
0.2 ml de medio) y diferenciadas a precursores de osteoclastos como se describe previamente. Luego
fueron estimuladas con S. aureus o L. lactis en presencia de M-CSF (30 ng/ml) por 9 dias. El medio y
los aditivos fueron reemplazados diariamente. Los discos de dentina se lavaron con NH,OH 1 M para

remover las células adherentes y las lagunas de reabsorcion se visualizaron por microscopia 6ptica.

3.7. MODELO DE OSTEOMIELITIS EXPERIMENTAL.

Se utilizaron modelos de osteomielitis experimental previamente descriptos [161,162]. El
cuidado de los animales fue de acuerdo con el Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales de
Laboratorio de la Universidad de Buenos Aires y directrices internacionalmente aceptadas (CICUAL
2361-11). Se utilizaron ratones BALB/c o C57BL/6 (10 semanas de edad) asi como ratas Wistar
(7 semanas de edad) los cuales fueron inoculados intramedularmente en la tibia izquierda con una
suspensién conteniendo 1x10° UFC de S. aureus FPR3757, la correspondiente mutante SpA- o PBS
como control. Para ello, se realizé un orificio en la parte central de la tibia con una mecha de 0.5 mm
de diametro mediante un torno eléctrico y se inoculd la suspension bacteriana resuspendida en
Tissucol (Baxter Argentina, Buenos Aires) (5 pl en la rata; 2.5 yl en el raton). Finalmente se suturd la
piel y se dejo que la infeccidon evolucione a distintos tiempos. A las 48 horas o 14 dias (modelo de
infeccion murino) o a las 96 horas, 10 y 15 semanas (modelo de infeccidn en rata) luego del desafio
los animales fueron sacrificados con CO, y las tibias fueron extraidas. Se realizaron las

determinaciones que se detallan mas adelante a los tiempos especificados.
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En determinados experimentos los ratones fueron inmunizados pasivamente por ruta
intraperitoneal con un anticuerpo policlonal neutralizante contra la proteina A (Sigma P3775,
75 mg/kg) o con suero normal de conejo (SNC, control) veinticuatro horas previas al desafio

intramedular y en determinados grupos a los 6 dias luego del desafio.

3.7.1. Determinacién de la carga bacteriana del hueso.

Se evalud el desarrollo de la infeccion 6sea mediante recuentos bacteriolégicos. Ambas
epifisis fueron removidas de las tibias infectadas y se homogeneizaron en un mortero estéril con1 ml
(modelo murino) 6 2 ml (modelo en rata) de PBS estéril. Se determiné el numero de Unidades
formadoras de Colonia (UFC) en los homogenatos realizando diluciones seriadas del macerado y
sembrando en placas de TSA. Para la determinacién de variantes puntiformes la siembra se realizd
en placas de agar sangre de manera de poder identificar su formacién mediante su capacidad

hemolitica después de 48 horas de incubacién a 37°C.

3.7.2. Analisis por Micro-tomografia computada (micro-CT).

El analisis de la destrucciéon del hueso cortical y la nueva formaciéon 6sea fue realizado
mediante imagenes de micro-CT en las tibias de los ratones desafiados. Las mismas fueron
adquiridas con un mCT50 (Scanco Medical) y analizadas con su respectivo software como se
describié previamente [161]. Para el analisis de la destruccidn 6sea cortical se seleccioné un volumen
de interés (VDI) que incluyd solamente el hueso cortical original y cualquier destruccion, dibujando
contornos que incluyeron la superficie del periostio y excluyeron la superficie del endostio. El volumen
de la destruccion ésea cortical fue determinado por segmentacion de la imagen con un umbral inferior
de 0 y superior de 595 mg HA/ccm, sigma 1.3 y soporte 1, para excluir al hueso en el analisis. Para
las mediciones del volumen de nueva formacion ésea se dibujé un contorno que incluyé el perimetro
externo del hueso y excluyd la superficie del periostio preexistente. El hueso fue segmentado desde

tejidos no mineralizados en el VDI con un umbral inferior de 400 mg HA/ccm, sigma 1.3, y soporte 2.

3.7.3. Determinacion del indice osteomielitico.

Se cuantificaron los cambios morfoldgicos de las tibias infectadas mediante la determinacion
morfométrica del diametro del hueso en el punto de inoculacién al cual se lo denominé indice
osteomielitico (1.0.). Para ello se realizaron las siguientes mediciones: a) la distancia entre el punto
de inoculacion y el extremo distal de la tibia izquierda (D); b) el diametro de la tibia izquierda, es decir
la elevacion del periostio (di) y el diametro en el plano perpendicular (dp) en el sitio de inoculacion
(experimental); c) di y dp se miden en la tibia derecha (no infectada, control) de la misma rata a la

distancia D. EI 1.0. fue calculado segun la siguiente formula |O= [dp+di] infectada— [dp+di] control.
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Tibia izquierda Tibia control

L
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3.7.4. Analisis histopatolégicos.

Se analizaron los cambios histopatologicos mediante la tincion de cortes de tibias con
Hematoxilina-Eosina y se determind la presencia de osteoclastos en cortes de tejido mediante la

reaccion enzimatica de la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP).

3.7.5. Ensayos de osteoclastogénesis ex vivo.

Las tibias de los ratones infectados fueron removidas a las 48 horas luego del desafio y se
obtuvieron las células de medula ésea como se describid anteriormente. Las células fueron eluidas
con 10 ml de a-MEM. Una alicuota del eluido se destind para el recuento bacterioldgico de la tibia
infectada, el resto se utilizd para obtener los precursores de osteoclastos. El hueso remanente fue
homogeneizado en un mortero estéril con 500 yl de PBS estéril. Se determind el numero de UFC en
los eluidos y en los homogenatos realizando siembra directa en placas de TSA. En experimentos
preliminares se determind que las diferencias en las UFC obtenidas entre los diferentes grupos
experimentales fueron comparables al evaluar los eluidos y los homogenatos. Por ello, en los
ensayos ex vivo se evaluo la carga bacteriana en hueso mediante el recuento de las UFC en el eluido
de meédula.

Los células de medula ésea de los diferentes grupos de ratones (inoculados con S. aureus, la
mutante SpA o PBS) fueron cultivadas in vitro con M-CSF (30 ng/ml) y utilizadas como precursores de
osteoclastos. Las células fueron luego estimuladas con RANKL (50 ng/ml) en presencia de M-CSF
(30 ng/ml) durante 5 dias. Se determin6 la diferenciacion en células multinucleadas (mas de 3
nucleos) positivas para la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) por microscopia.

32



MATERIALES Y METODOS

3.8. ENSAYOS DE ACTIVIDAD GELATINOLITICA POR ZIMOGRAFIA.

La actividad gelatinolitica de los sobrenadantes de las células estimuladas in vitro y de los
homogenatos de las tibias infectadas fue evaluada mediante el método de Hibbs y col.[163].
Brevemente, 20 pl de medio condicionado mezclado con 5 pul de buffer de siembra fueron sembrados
en cada calle de un gel de SDS-PAGE al 10% conteniendo 1 mg de gelatina (Sigma-Aldrich)/ml.
Luego de la electroforesis, los geles fueron lavados con las soluciones | y Il durante 45 min y se
dejaron incubando en Ila solucion Il durante 48 horas a 37°C. Este paso de
desnaturalizacion/renaturalizacion promueve la actividad de MMP sin el clivaje proteolitico de la pro-
MMPs. La actividad gelatinolitica fue visualizada mediante la tincién de los geles con Azul de
Coomassie. Las bandas sin tefir indicaron la presencia de actividad gelatinolitica, y su posicion

determiné el peso molecular de las enzimas involucradas.

3.9. TINCION DE LA FOSFATASA ACIDA TARTRATO RESISTENTE (TRAP).

Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2% en PBS y tefiidas utilizando un kit

comercial (TRAP staining kit, Sigma) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Se sigui6 el siguiente protocolo:

e Lavar con 400 pyl de PBS 1X o solucion fisiologica.

e Adicionar 250 ul de solucién de tincion.

e Incubar 1 hora en bafio de agua a 37°C.

e Lavar con 400 pl de PBS 1X.

e Teiiir con 200 ul de hematoxilina durante 5 minutos.

e Lavar con agua corriente con cuidado.

e Montar los portaobjetos con 5 ul de solucién de montaje (1:9 glicerol-PBS).

e Cuantificar por microscopia el nimero de osteoclastos, definidos como células multinucleadas

(mas de 3 nucleos) positivas para la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP).

3.10. CUANTIFICACION RELATIVA DE ARNm.

Para cuantificar los niveles de ARNm se realizaron las extracciones de ARN total de las
muestras de interés, se llevaron a cabo las reacciones de retro-transcripcién (RT) y finalmente la PCR

en tiempo real.
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3.10.1. Extraccioén y cuantificacion de ARN total.

Se siguié el protocolo de extraccion de ARN del reactivo TRIzol (Invitrogen). Este reactivo

contiene una solucidon monofasica de fenol y tiocianato de guanidina que permiten la ruptura celular,

la disgregacién de los componentes celulares y la proteccion del ARN para evitar su degradacion.

Lisar las células con el reactivo TRIzol pasando las suspensiones celulares varias veces a
través de la pipeta.

Incubar las muestras 5 minutos a temperatura ambiente para completar la disgregacion.
Agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml TRIzol utilizado inicialmente.

Agitar vigorosamente los tubos por 15 segundos e incubar 3 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 15 minutos a 12.000 x g a 4°C, para permitir la separacién de la fase
organica-interfase, de la fase acuosa conteniendo el ARN.

Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf estéril (se recupera aproximadamente 60% del
volumen de TRIzol utilizado inicialmente).

Precipitar el ARN con 0.5 ml alcohol isopropilico por cada ml TRIzol utilizado inicialmente,
mezclar por inversion hasta obtener una unica fase.

Incubar las muestras durante toda la noche a -20°C.

Centrifugar las muestras durante 10 minutos a 12.000 x g a 4°C.

Lavar el pellet con 1 ml de etanol 75% por cada ml de TRIzol utilizado inicialmente.
Centrifugar durante 5 minutos a 7500 x g a 4°C.

Dejar secar los pellets de ARN a temperatura ambiente por el tiempo necesario.

Resuspender el ARN en 26 ul de agua libre de ARNasa e incubar 10 minutos a 60°C para
favorecer la solubilidad en agua. Mezclar las muestras pasando a través de la pipeta varias
veces.

Agregar 3 ul de buffer 10X para ADNasa y 1 ul de ADNasa (Promega), e incubar 30 minutos a
37°C.

Finalmente agregar 3 ul de solucién Stop (Promega) e incubar 10 minutos a 65°C.

Cuantificar el ARN total obtenido midiendo la absorbancia a 260 nm (&cidos nucléicos). A fin
de determinar el grado de pureza, medir la absorbancia a 280 nm (proteinas). Considerar que
la purificacion es 6ptima si la relacion Abs260nm/Abs280nm resulta entre 1.8 y 2.

Determinar la concentracion de ARN en las muestras mediante la siguiente relacion:
Abs260nm=1 equivale a 40 ug/ml de ARN.

34



MATERIALES Y METODOS

3.10.2. Extraccion y cuantificacion de ADN genémico total.

A partir de la fase organica-interfase del protocolo anterior se obtuvo ADN gendmico el cual

fue utilizado como control positivo en las reacciones de PCR.

Precipitacion del ADN:

Precipitar el ADN con 0.3 ml de etanol 100% por cada ml de reactivo TRIzol utilizado
inicialmente y mezclar por inversion.

Incubar las muestras 3 minutos a temperatura ambiente y luego centrifugar durante 5 minutos
a 2000 x g a 4°C para sedimentar el ADN.

Lavar dos veces el pellet con 1ml de una solucién 0.1 M de citrato de sodio en 10% de etanol
por cada ml de reactivo TRIzol utilizado inicialmente e incubar 30 minutos a temperatura
ambiente (mezclando periédicamente).

Centrifugar durante 5 minutos a 2000 x g a 4°C.

Resuspender el pellet de ADN en 2 ml de etanol 75% por cada ml de reactivo TRIzol utilizado
inicialmente.

Incubar 20 minutos a temperatura ambiente mezclando periddicamente.

Centrifugar durante 5 minutos a 2000 x g a 4°C.

Dejar secar el pellet de ADN.

Resuspender el ADN en 600 pl de una soluciéon 8 mM de NaOH.

Llevar a pH 8.4 con 86 ul de una solucién HEPES 0.1 M por cada ml de NaOH utilizado en el
paso anterior.

Centrifugar durante 10 minutos a 12.000 x g, para remover el material insoluble.

Cuantificar el ADN total obtenido midiendo la absorbancia a 260 nm (acidos nucleicos). A fin
de determinar el grado de pureza, medir la absorbancia a 280 nm (proteinas). Considerar que
la purificacion fue 6ptima si la relacion Abs260nm/Abs280nm resulta entre 1.8 y 2.

Determinar la concentracién de las muestras mediante la siguiente relacion: Abs260nm=1

equivale a 50 ug/ml de ADN.

3.10.3. Preparacion de ADNc a partir del ARN total.

Las reacciones de retrotranscripcion (RT) se realizaron a partir de 1ug de ARN utilizando la

enzima RT (ImProm-Il, Reverse Transcriptase, Promega) y hexameros de primers. La reaccion

consiste de dos etapas:

Etapa 1 (RT1): unién de los cebadores al templado. Se utiliza 1 pl de la solucién de random primers

(hexdameros de secuencias aleatorias) a 1mg/ml; 1 uyg de ARN de concentracion conocida y la
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cantidad de agua libre de ARNasas para completar 5 pl. Esta mezcla se incub6é a 70°C durante
5 min y se conservo en hielo por 5 min.

Etapa 2 (RT2): se prepard una pre-mezcla de los reactivos componentes de la reaccion (ver tabla 4)
y a 15 ul de la misma se le agregaron los 5 yl de la reaccién RT1: Y se procedié con el siguiente
programa: 25° C por 5 min, seguidos de 60 min a 42° C y finalmente una incubaciéon a 70° C por

15 min.

Tabla 4: Reactivos y volumenes necesarios para la RT etapa 2.

Pre-mezcla para la RT
Reactivo-Concentracion Inicial | Reactivo-Concentracion Final
Agua Cantidad necesaria
5X Buffer 1X
25mM MgClI2 3 mM
10mM dNTPs 0.5 mM
40 U/pl ARNsiIn 1U
RT 1U
Volumen final 15ul

Las muestras de ADNc obtenidas fueron conservadas a -20°C hasta ser procesadas. Estos ADNc
fueron testeados mediante PCR del gen GAPDH de ratén. Se utilizé6 2 yl de ADNc por reaccion y

agua como control negativo.

Tabla 5: Reactivos y volumenes necesarios para la PCR de GAPDH de raton.

Mezcla para la PCR de GAPDH
Reactivo-Concentracion Inicial Reactivo-Concentracion Final
Agua Cantidad necesaria
5X PCR Buffer 1X
10mM dNTPs 0.5 mM
25mM MgClI2 1.5 mM
25 uM Cebador GAPDH Fw 0.5 uM
25 yM Cebador GAPDH Rv 0.5 uM
Go Taq 5U/ i 1U
Volumen final 18ul
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Tabla 6: Programa utilizado para la realizacion de la PCR GAPDH en el termociclador. Las etapas 2 a 5 se
repiten por 35 ciclos.

Programa GAPDH

Etapa | Temperatura (°C) Tiempo
1 95 5min. Desnaturalizacion inicial del ADN
2 95 30seg. Desnaturalizacion del ADN
3 60 45 seg. union de los cebadores
4 72 45 seg. Sintesis de ADN
5 72 10 min. Elongacién de cadenas de ADN
6 4 Mantenimiento

Alicuotas de cada reaccién de PCR (10 ul) fueron analizadas en un gel de agarosa al 2% en TBE
conteniendo 0.3 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml). La corrida se realizé en buffer TBE a 80-90 V. Se
corrié en paralelo el marcador de peso molecular de 100 pb (PB-L, Productos Bio-Logicos) que
permitié determinar el tamafo de cada fragmento amplificado. Tamano del producto esperado para
GAPDH: 111 pb (utilizando los cebadores indicados en la Tabla 10).

3.10.4. PCR de tiempo real.

La PCR de tiempo real permite visualizar el progreso de la reaccion y al mismo tiempo
cuantificar el producto de amplificaciéon debido a que en la mezcla de reaccién se encuentra incluido
el reactivo EvaGreen® (Solis Biodyne) que es capaz de fluorecer cuando se une a ADN doble
cadena. La fluorescencia se incrementa en cada ciclo debido a que se acumula el producto de
amplificaciéon de PCR. Durante la reaccion se determina el numero de ciclo al cual se incrementa la
fluorescencia en forma exponencial. El punto en la curva al cual la fluorescencia cruza el umbral se lo
denomina CT y este valor se comporta inversamente proporcional a la concentracion de ARNm en la
muestra. Para corroborar que la amplificaciéon fue especifica, se realiza una curva de disociacion,
donde cada par de cebadores y cada producto de amplificacion, posee un valor particular de
temperatura de disociacion (Td). Esta curva permite visualizar dimeros de cebadores, los cuales
presentaran un Td menor al producto de amplificacion esperado ya que son fragmentos de menor
cantidad de pb, asi como también se pueden visualizar fragmentos de ADN contaminantes.

Para los genes a analizar se realizé una curva de calibracion utilizando como templado ADN
genomico. Se realizaron diluciones seriadas del ADN al décimo, partiendo de una concentracion
maxima de 150 ng/ul hasta una diluciéon 1/10000 equivalente a 15 pg/ul. Se realiz6 la reaccion de
PCR de tiempo real, utilizando 2 yl de ADN gendmico o las diluciones en 18 ul de mezcla. Se grafico

en escala logaritmica el valor de CT promedio obtenido para cada dilucién en funcion de la dilucion,
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obteniéndose una recta que permite extrapolar a partir del valor de CT la masa relativa de este gen
en cada muestra.

A continuacion se muestran los reactivos y volumenes necesarios (Tabla 7) y el programa de ciclado
para la realizacion de la PCR de tiempo real de GAPDH, Catepsina Ky RANK (Tablas 8 y 9).

Tabla 7: Reactivos y volimenes necesarios para la PCR de tiempo real de GAPDH, Catepsina K y RANK.

Mezcla para la PCR de tiempo real

Reactivo - Concentracion Inicial Reactivo - Concentracion Final
Agua Cantidad necesaria
5X Mezcla de PCR de tiempo real 1X
25 uM Cebador Fw 0.25 uM
25 uM Cebador Rev 0.25 uM

Volumen final 18pl

Tabla 8: Programa utilizado para la realizacion de la PCR de tiempo real para todos los genes medidos.

Programa de PCR de tiempo real

Temperatura (°C) Tiempo
95 15 min. Desnaturalizacién inicial del ADN
95 15 seg. Desnaturalizaciéon del ADN
Tu correspondiente 30 seg. Unidn de los cebadores
79 60 seg. Sintesis Qe ADN, al final dfe este
tiempo se mide la fluorescencia

Tabla 9: Temperaturas de unién (Tu) utilizadas para la PCR de tiempo real para los distintos genes medidos.

Cebadores Tu(°C)
GAPDH 60
Catepsina K 50
RANK 58

Para cada muestra se calculd el CT promedio obtenido en la PCR de tiempo real para GAPDH y se
extrapolé este valor en su correspondiente curva de calibracién, obteniéndose la masa relativa
promedio de este gen. Para determinar los niveles de ARNm de CK y RANK se calculé la masa
relativa en funcion del CT obtenido en cada muestra y luego se relativizO cada una a su
correspondiente valor de masa relativa promedio de GAPDH (CK/GAPDH y RANK/GAPDH).
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Tabla 10: Secuencia de cebadores utilizados para PCR y PCR de tiempo real.

Gen Secuencia del cebador
RANK Fw:5-TGTGGTCTGCAGCTCTTCCA-3’
Rv:5’-CGAAGATGATGGCAGCCACTA-3’
Fw:5-GAGGGCCAACTCAAGAAGAA-3
Catepsina K

Rv:5’-GCCGTGGCGTTATACATACA-3’

GAPDH Fw:5'-GAAGGTGGTGAAGCAGGCAT-3'
Rv:5-TCGAAGGTGGAAGAGTGGGA-3'

3.11. ELISA.

Los sobrenadantes provenientes de células sembradas en placas de 24 pocillos y estimuladas

con proteina recombinante y estimulo bacteriano, se utilizaron para determinar la presencia de IL-6,
TNF-a, IL-1B y MMP-9 mediante la técnica de ELISA (BD Biosciences y R&D System). Los
sobrenadantes de lesiones de ratones desafiados por inoculacién intramedular, se utilizaron para
determinar la presencia de IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10 e INF-y mediante la técnica de ELISA (BD

Biosciences y R&D System). En todos los casos se utilizo el siguiente protocolo:

Cubrir cada uno de los pocillos con 50 pl del anticuerpo de captura (anticuerpo monoclonal
anti-IL-6, anti- IL-1, anti-TNF-a, anti-MMP-9, anti-IL10 y anti- INF-y de raton). Sellar la placa e
incubar a 4°C ON.

Descartar el liquido de cada pocillo y lavar tres veces con 100 ul de buffer de lavado. Después
de cada lavado invertir la placa y secar sobre papel absorbente para remover el buffer de
lavado residual.

Bloquear la placa con 100 pl de buffer de bloqueo e incubar a temperatura ambiente durante
1 hora.

Descartar el liquido y lavar tres veces como en el paso 2.

Preparar diluciones del estandar y las muestras en buffer de bloqueo.

Agregar 50 yl de cada estandar y de las muestras e incubar 2 horas a temperatura ambiente.
Descartar el liquido y lavar cinco veces como en el paso 2.

Agregar 50 pl del anticuerpo de deteccidon (anticuerpo monoclonal anti-IL-6, anti- IL-1p,
anti-TNF-a, anti-MMP-9, anti-IL-10 y anti- INF-y de raton biotinilados) en cada pocillo.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Descartar el liquido y lavar cinco veces como en el paso 2.

Agregar 50 pl de streptavidina-HRP (streptavidina conjugada a peroxidasa) en cada pocillo.

Cubrir la placa e incubar 20 minutos a temperatura ambiente.
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o Descartar el liquido y lavar siete veces como en el paso 2. Solo que esta vez en cada lavado
incubar 30-60 segundos.

o Agregar 50 yl de la solucion sustrato (tetrametilbencidina (TMB) y perdxido de hidrégeno en
cada pocillo. Incubar la placa durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

e Agregar 25 pl de la solucién corte (H,SO,4 2N) en cada pocillo.

e Leer la absorbancia a 450 nm dentro de los 30 minutos de agregada la solucion de corte.

3.12. EVALUACION ESTADISTICA.

Los datos provenientes de muestras con distribucién normal fueron analizados mediante el
Test t de Student. Las comparaciones estadisticas de las UFC recuperadas en hueso e |.O. en los
diferentes grupos experimentales (sin distribucion normal) se realizaron con el test de Mann-Whitney.
Para el analisis de los niveles de citoquinas en los homogenatos de hueso, donde los niveles basales
de cada raton fueron comparados con los valores alcanzados luego del desafio; se utilizaron pruebas
no parameétricas Wilcoxon. Las comparaciones entre mas de dos grupos se realizaron con el test de
Bonferroni (ANOVA paramétrico). Valores de P <0.05 fueron considerados significativos. Los analisis

se realizaron con el programa Prism 4.0 (GraphPad).
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RESULTADOS

4.1. LA PROTEINA A DE S. aureus INDUCE LA DIFERENCIACION DE OSTEOCLASTOS Y
MODULA SU FUNCION RESORTIVA.

4.1.1. La proteina A de S. aureus induce osteoclastogénesis.

En una primera etapa de la investigacion, se determind la capacidad de la proteina A de
S. aureus de inducir la diferenciacion de osteoclastos. Para ello, células provenientes de médula 6sea
de ratén fueron diferenciadas a pre-osteoclastos mediante el cultivo in vitro con factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF) (30 ng/ml) durante 3 dias y luego fueron estimuladas en presencia
de M-CSF (30 ng/ml) con proteina A purificada como proteina de fusion a GST (GST-SpA) por 9 dias.
La presencia de osteoclastos fue determinada mediante la deteccion de células multinucleadas que
expresan fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP). Se observé un aumento significativo en el
numero de osteoclastos diferenciados en respuesta al estimulo con proteina A en comparaciéon con

los observados a partir de células estimuladas con GST o sin estimular como control (Figura 4).
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Figura 4. Osteoclastogénesis inducida por la proteina A de S. aureus. (A) Precursores de osteoclastos
provenientes de ratones BALB/c fueron estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con proteina A
purificada (SpA, 0.5 nM) o GST como control negativo (C, 0.5 nM). A los 9 dias luego de la estimulacién se
cuantificé el numero de osteoclastos, definidos como células multinucleadas (més de 3 nucleos) positivas para
la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP +). Las barras corresponden al promedio y el desvio estandar de
tres experimentos independientes realizados en pocillos por duplicado para cada condicién. Los datos fueron
analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). ***P <0.001. (B) Aumento: 20X.

A fin de corroborar el rol de la proteina A en la induccion de osteoclastogénesis en el contexto
de la superficie bacteriana, se utilizd el sistema de expresion heteréloga en la bacteria comensal
L. lactis, inactivada por calor. Se observé un aumento significativo en el nimero de osteoclastos
diferenciados en respuesta al estimulo con L. /actis que expresa SpA (L. lactis SpA) comparado con
L. lactis conteniendo un vector control (L. /lactis VC) o sin estimular como control (Figura 5A, 5B y 5C).
Considerando que la interaccién entre la bacteria y el huésped puede variar de acuerdo al
hospedador, estos experimentos fueron realizados utilizando precursores de osteoclastos
provenientes de ratones BALB/c (Figura 5A y 5C) y C57BL/6 (Figura 5B).
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Figura 5. Osteoclastogénesis inducida por L. lactis expresando proteina A. Precursores de osteoclastos
provenientes de ratones BALB/c (A C) o C57BL/6 (B) fueron estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml)
con suspensiones bacterianas (10 UFC/ml) inactivadas previamente por calentamiento de L. /actis portando un
vector control (L. lactis VC) o expresando proteina A (L. lactis SpA). RANKL (RL 50 ng/ml) fue utilizado como
control positivo. A los 9 dias luego de la estimulacion se cuantificé el numero de osteoclastos. Las barras
corresponden al promedio y el desvio estandar de tres experimentos independientes realizados en pocillos por
duplicado para cada condicién. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA
paramétrico). **P <0.01, ***P <0.001. (C) Aumento: 20X.

Posteriormente, se determind la relevancia relativa de la osteoclastogénesis inducida por la
proteina A en la diferenciacion de osteoclastos en respuesta al estimulo con S. aureus inactivada por
calor. La estimulacion con S. aureus cepa FPR3757 indujo un aumento significativo en el numero de
osteoclastos diferenciados a partir de precursores tanto de ratones BALB/c (Figura 6A y 6C) como de
ratones C57BL/6 (Figura 6B). El rol de la proteina A en la osteoclastogénesis inducida por S. aureus
se determiné mediante el uso de una mutante isogénica que no expresa proteina A (SpA-). Se
observé una disminucion significativa en el numero de osteoclastos diferenciados en respuesta a la
mutante SpA- (Figura 6A, 6B y 6C). El rol de la proteina A en la osteoclastogénesis inducida por
S. aureus fue corroborado utilizando la cepa Newman observandose una disminucion significativa en
el numero de osteoclastos diferenciados en respuesta a la mutante SpA- tanto a partir de precursores
de ratones BALB/c (Figura 6D) como de C57BL/6 (Figura 6E y 6F). Mas aun, se observd que la
mutante SpA- complementada con SpA nativa (SpA-(SpA)) indujo niveles de osteoclastogénesis
similares a la cepa salvaje de S. aureus (Figura 6E y 6F), confirmando la importancia de la proteina A

en la diferenciacion de osteoclastos inducida por S. aureus.
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Figura 6. Osteoclastogénesis inducida por S. aureus. Precursores de osteoclastos provenientes de ratones
BALB/c (A,C,D) o C57BL/6 (B,E,F) fueron estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con suspensiones
bacterianas inactivadas previamente por calentam|ento de S. aureus FPR3757 (SA, 10° UFC/mI) o la mutante
isogénica que no expresa proteina A (SpA-, 10° UFC/mI) (A,B,C) y S. aureus Newman (SA, 10’ UFC/ml), la
mutante isogénica que no expresa proteina A (SpA-, 107 UFC/ml) o la mutante SpA- complementada con SpA
nativa (SpA(SpA), 10" UFC/ml) (D,E,F). A los 9 dias luego de la estimulacion se cuantifico el nimero de
osteoclastos. Las barras corresponden al promedio y el desvio estandar de tres experimentos independientes
realizados en pocillos por duplicado para cada condicién. Los datos fueron analizados mediante el test de
Bonferroni (ANOVA paramétrico). *P <0.05, ***P <0.001, NS: no significativo. (C) Aumento: 20X.
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Considerando que el objetivo general de este trabajo abarca el entendimiento de los
mecanismos involucrados en la patogenia de la osteomielitis por S. aureus, y que la especificidad de
especie puede resultar determinante para la interpretacion de los resultados se corroboré el rol de la
proteina A en la induccién de osteoclastogénesis utilizando como precursores células humanas. Para
ello, se utilizaron monocitos purificados de sangre periférica de dadores sanos los cuales se trataron
con M-CSF (30 ng/ml) durante 3 dias y luego se estimularon con S aureus FPR3757 inactivada por
calor durante 9 dias. Se observd un aumento significativo en el nUmero de osteoclastos en respuesta
al estimulo con S. aureus (Figura 7A y 7C) respecto al control sin tratar. A su vez esta respuesta fue
significativamente menor que la inducida por la mutante isogénica que no expresa proteina A
(Figura 7A y 7C). El rol de la proteina A en la osteoclastogénesis a partir de precursores humanos se

confirmd ademas utilizando L. /actis SpA como estimulo (Figura 7B y 7C).
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Figura 7. Osteoclastogénesis inducida por S. aureus en precursores de origen humano. Monocitos de
sangre periférica de dadores sanos fueron utilizados como precursores de osteoclastos y cultivados en
presencia de M-CSF (30 ng/ml) con los estimulos indicados. A los 9 dias luego de la estimulacion se cuantifico
el nimero de osteoclastos. Las barras corresponden al promedio y el desvio estandar de dos dadores
independientes analizados en pocillos por duplicado para cada condicion. Los datos fueron analizados mediante
el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). **P <0.01, ***P <0.001. (C) Aumento: 20X.
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4.1.1.1. La proteina A de S. aureus induce la expresiéon de RANK.

La diferenciacién de los osteoclastos requiere la presencia de dos factores criticos, M-CSF y
RANKL. Este ultimo interacciona con RANK en la superficie de los precursores de los osteoclastos y
activa los factores de transcripcion que determinan la diferenciaciéon de los mismos a osteoclastos
maduros [36]. Por lo tanto, decidimos estudiar si S. aureus podria inducir el incremento en la
expresion de RANK en la superficie de los precursores de osteoclastos. Se observé un aumento
significativo en los niveles de expresion de RANK en precursores de osteoclastos estimulados con
S. aureus (Figura 8A). A fin de determinar la contribucién de la proteina A en la modulacion de la
expresion de RANK se estimularon precursores de osteoclastos con la mutante SpA- observandose
una disminucién significativa en los niveles de expresion respecto de los observados en respuesta a
la cepa salvaje parental (Figura 8A). La capacidad de la proteina A de inducir la expresion de RANK

se confirmo en osteoclastos diferenciados en respuesta a L. lactis SpA (Figura 8B).
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Figura 8: Induccién de la expresion de RANK por S. aureus y la proteina A. Se cuantificaron los niveles
relativos de expresion de RANK mediante RT-PCR en tiempo real en osteoclastos diferenciados en respuesta a
S. aureus (SA), la mutante SpA-, L. lactis VC o L. lactis SpA (108 UFC/ml) luego de 9 dias de estimulacion . Los
datos fueron normalizados utilizando GAPDH como control. Las barras corresponden al promedio y el desvio
estandar de dos experimentos independientes realizados en pocillos por duplicado para cada condicion. Los
datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). *P <0.05.

41.2. La proteina A contribuye a la produccion de citoquinas pro-inflamatorias por

precursores de osteoclastos estimulados con S. aureus.

Si bien RANKL es la principal molécula implicada en la osteoclastogénesis, en condiciones
patoldgicas, la presencia de citoquinas inflamatorias tales como IL-1B, IL-6 y TNF-a puede contribuir
significativamente a la diferenciacion de osteoclastos [76,164] motivo por el cual se evalud la
capacidad de la proteina A de inducir dichos mediadores en precursores de osteoclastos. La proteina

A (expresada en la superficie de L. /actis) indujo un aumento significativo en los niveles de IL-13, IL-6
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y TNF-a producidos por precursores de osteoclastos provenientes tanto de ratones BALB/c como de

ratones C57CL/6 luego de 24 horas de estimulacion (Figura 9A-F).
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Figura 9. Producciéon de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a la proteina A. Precursores de
osteoclastos provenientes de ratones BALB/c (A-C) o C57BL/6 (D-FB) fueron estimulados en presencia de
M-CSF (30 ng/ml) con L. lactis VC (108 UFC/ml) o L. lactis SpA (10° UFC/ml). A las 24 horas luego de la
estimulacién se cuantificaron los niveles de IL-13, IL-6 y TNF-a en los sobrenadantes de cultivo por ELISA. Las
barras indican el promedio y el desvio estandar de tres experimentos independientes realizados en pocillos por
duplicado para cada condicién. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA
paramétrico).*P <0.05, **P <0.01 ***P <0.001. NS: no significativo.

Al evaluar la produccion de dichas citoquinas en respuesta a S. aureus, se observd un
aumento significativo en los niveles de las mismas en respuesta a la cepa FPR3757 utilizando
precursores de osteoclastos provenientes de ratones BALB/c (Figura 10A-C) o CS57BL/6
(Figura 10D-F). Mé&s aun, en concordancia con lo observado en otros tipos
celulares [154,156,158,159], se observd un disminucion significativa en los niveles de produccion de
IL-1B, IL-6 y TNF-a inducidos por la mutante SpA- respecto de los inducidos por S. aureus
(Figura 10A-F) demostrando el rol de la proteina A en la induccion de mediadores inflamatorios en

precursores de osteoclastos.
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Figura 10. Produccion de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a S. aureus. Precursores de
osteoclastos provenientes de ratones BALB/c (A-C) o C57BL/6 (D-F) fueron estimulados en presencia de
M-CSF (30 ng/ml) con S. aureus FPR3757 (SA, 10° UFC/ml) o la mutante (SpA-, 108 UFC/ml). A las 24 horas
luego de la estimulacién se cuantificaron los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a en los sobrenadantes de cultivo por
ELISA. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de tres experimentos independientes realizados en
pocillos por duplicado para cada condicion. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA
paramétrico). *P <0.05, **P <0.01 ***P <0.001. NS: no significativo.

Los resultados obtenidos fueron confirmados utilizando la cepa Newman de S. aureus
observandose un aumento de IL-1B, IL-6 y TNF-a con la cepa salvaje (Figura 11A-F). En dicho
contexto genético, se corrobord la importancia de la proteina A en la induccion de mediadores
inflamatorios ya que la estimulacidén con la mutante isogénica que no expresa proteina A indujo
niveles de citoquinas proinflamatorias menores a los observados con la cepa salvaje (Figura 11A-F).
La importancia de la proteina A en la induccién de mediadores inflamatorios fue ademas evidenciada
mediante el uso de la cepa complementada que expresa SpA la cual indujo niveles de IL-1B y de IL-6
comparables a los inducidos por la cepa salvaje (Figura 11D y 11E). La produccién de TNF-q, sin

embargo, no pudo ser complementada (Figura 11F).
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Figura 11. Producciéon de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a S. aureus. Precursores de
osteoclastos provenientes de ratones BALB/c (A-C) o C57BL/6 (D-F) fueron estimulados en presencia de
M-CSF (30 ng/ml) con S. aureus Newman (SA, 10’ UFC/ml), la mutante isogénica que no expresa proteina A
(SpA-, 10’ UFC/ml) o la mutante SpA- complementada con SpA nativa (SpA™(SpA), 10’ UFC/ml). A las 24 horas
luego de la estimulacién se cuantificaron los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a en los sobrenadantes de cultivo por
ELISA. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de tres experimentos independientes realizados en
pocillos por duplicado para cada condicién. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA
paramétrico). *P <0.05, **P <0.01. NS: no significativo.

Finalmente, se corroboré la importancia de la proteina A en la inducciéon de citoquinas
inflamatorias en precursores de osteoclastos de origen humano. S. aureus y la proteina A indujeron la
produccién de IL-1B (Figura 12A y 12B) y TNF-a (Figura 12C y 12D) en precursores de osteoclastos
diferenciados a partir de monocitos humanos, corroborandose la importancia relativa de la proteina A

en dicho proceso (Figura 12A 'y 12C).
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Figura 12. Respuesta inflamatoria inducida por S. aureus y la proteina A en presursores de osteoclastos
humanos. Monocitos purificados de sangre periférica de dadores sanos fueron diferenciados a precursores de
osteoclastos y estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con S. aureus FPR3757 (SA, 108 UFC/ml) o la
mutante (SpA-, 10® UFC/ml), L. lactis VC (10 UFC/mI) o L. lactis SpA (10® UFC/ml). A las 24 horas luego de la
estimulacién se cuantificaron los niveles de IL-1 B (A-B) y TNF-a (C-D) en los sobrenadantes de cultivo por
ELISA. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de dos dadores independientes para cada
condiciéon. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). *P <0.05,
**P <0.01 ***P <0.001.NS: no significativo.

4.1.3. La proteina A de S. aureus modula la actividad resortiva de los osteoclastos.

Los osteoclastos tienen la habilidad unica de reabsorber hueso para lo cual requieren
proteinasas que degraden eficientemente la matriz ésea. Dado que las proteinasas mas importantes
para la funcion resortiva de los osteoclastos son catepsina K y la metaloproteasa 9 (MMP-9) (que
degrada colageno tipo I, IV y V) [165,166], se establecié el rol de la proteina A en la induccién de
dichas moléculas. Se observé un aumento significativo en los niveles de expresion de catepsina K en
osteoclastos diferenciados en respuesta a S. aureus o L. lactis SpA (Figura 13A). Por el contrario, los
niveles de catepsina K en respuesta a la mutante SpA- fueron significativamente menores a los
observados en respuesta a S. aureus (Figura 10A). Al evaluar la expresiéon de MMP-9 en los
sobrenadantes de cultivo, se observé un aumento significativo en los niveles de MMP-9 en las células
estimuladas con S. aureus comparados con los sobrenadantes de células control (Figura 13B)
mientras que la mutante SpA- indujo niveles significativamente menores (Figura 10B). Las diferencias
observadas entre los niveles de MMP-9 inducidos por S. aureus y la mutante SpA- se correlacionaron
con las diferencias en la actividad gelatinasa de dicha proteinasa en respuesta a ambos estimulos
(Figura 13C).
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Figura 13. Produccion de Catepsina K y MMP-9 en respuesta a S. aureus y la proteina A. (A) Niveles de
transcripcion de catepsina K (CK) determinados mediante RT-PCR en tiempo real en osteoclastos diferenciados
en respuesta a S. aureus (SA), la mutante SpA-, L. lactis VC o L. lactis SpA (108 UFC/ml) después de 9 dias de
estimulacién. Los datos fueron normalizados utilizando GAPDH como control. Las barras indican el promedio y
el desvio estandar de dos experimentos independientes realizados en pocillos por duplicado para cada
condiciéon. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). *P <0.05,
**P <0.01. (B, C) Precursores de osteoclastos fueron estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con
S. aureus o SpA- por 9 dias. Se evalu6 la expresion de MMP-9 por ELISA (B) y su actividad gelatinasa se
detecté por zimografia (C). Las barras muestran el promedio y el desvio estandar de dos experimentos
independientes realizados en pocillos por duplicado para cada condicion.

Los osteoclastos metabodlicamente activos no solo pueden degradar matriz organica, sino
también matriz mineral, por lo tanto se realizaron experimentos para determinar la habilidad de los
osteoclastos diferenciados en respuesta a S. aureus de reabsorber dentina. Al estimular precursores
de osteoclastos con L. lactis SpA se observo la formacion de lagunas de resorcion (Figura 14A)
indicando que la proteina A es suficiente para inducir no sélo la diferenciacidon sino también la
activacion de osteoclastos. Al evaluar la contribucidn relativa de la proteina A en la activacion de
osteoclastos estimulados con S. aureus se observd que su expresion es critica para la resorcion sea
(Figura 14B). Estos resultados permitieron demostrar que a pesar que otras moléculas ademas de la
proteina A participan en la diferenciacion de osteoclastos, ya que la mutante SpA- logré inducir la
formacion de células multinucleadas TRAP positivas (Figuras 6 y 7), la proteina A es critica para la

induccién de osteoclastos funcionalmente activos (Figura 14B).
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L. Iactis SpA

Figura 14. Modulacion de la actividad resortiva de los osteoclastos por S. aureus y la proteina A.
Precursores de osteoclastos provenientes de ratones C57BL/6 fueron cultivados en discos de dentina y
estimulados con L. lactis SpA (A), S. aureus o la mutante isogénica SpA- (B) durante 9 dias. Se evaluaron las
lagunas de resorcion por microscopia. Aumento: 20X.

4.1.4. Conclusiones parciales.

Los resultados obtenidos utilizando pares de cepas isogénicas que difieren en la expresion de
proteina A y el sistema de expresion heterélogo en L. lactis permitieron demostrar que la proteina A
de S. aureus tiene la capacidad de inducir la diferenciacién de osteoclastos a partir de precursores
murinos y humanos y de modular la expresién de RANK en los mismos.

Asimismo, se demostré el rol de la proteina A en la produccion temprana de IL-1B3, IL-6 y
TNF-a por precursores de osteoclastos en respuesta al estimulo con S. aureus.

La estimulacion con proteina A provocd un aumento en los niveles de catepsina K 'y MMP-9,
que junto a los ensayos funcionales de resorcion dsea en matrices de dentina, demostraron que la
proteina A es critica en la modulacién de la actividad resortiva de los osteoclastos diferenciados en

respuesta a S. aureus.
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4.2. ROL DE LA SENALIZACION MEDIADA POR LOS RECEPTORES TNFR1 Y EGFR EN LA
DIFERENCIACION Y ACTIVACION DE OSTEOCLASTOS INDUCIDA POR LA PROTEINA A DE

S. aureus.

Dada la importancia de la interaccién de la proteina A con los receptores TNFR1y EGFR en la
induccion de cascadas de sefializacion intracelular en diferentes tipos celulares incluyendo
macrofagos [154,158,159,167], se investigd a continuacion la participacién de la sefalizacion a través

de dichos receptores en la osteoclastogénesis inducida por S. aureus.

4.21. La proteina A de S. aureus induce osteoclastogénesis a través de la senalizaciéon
mediada por TNFR1 y EGFR.

Luego de demostrar la capacidad de la proteina A de S. aureus de inducir la diferenciacién de
osteoclastos, se evaluod la participacion de la sefalizacion via TNFR1 en dicho proceso. Para ello, los
precursores de osteoclastos provenientes de ratones deficientes en la expresion de TNFR1 (tnfr1”)
fueron estimulados con proteina A recombinante (SpA-D) o L. lactis SpA. Se observé una disminucién
significativa en el nimero de osteoclastos diferenciados en respuesta a proteina A a partir de
precursores provenientes de ratones tnfr1” en comparacion con los diferenciados a partir de
precursores de ratones salvajes C57BL/6 (Figura 15A). En estos ensayos se utilizd6 TNF-a como
control positivo, que es capaz de inducir la diferenciacion a osteoclastos en ausencia de RANKL
[77,168]. Asimismo, se descartd la posibilidad de que los precursores provenientes de ratones tnfr1”
tuviesen una capacidad intrinseca de diferenciacién disminuida mediante la determinacion de la
respuesta a RANKL (Figura 15A).

A fin de evaluar la contribucién de EGFR en la diferenciacién de osteoclastos se estimularon
precursores provenientes de ratones salvajes C57BL/6 con proteina A (SpA-D) o con la mutante
SpAL17A, la cual posee un reemplazo por alanina de un aminoacido critico para el reconocimiento de
SpA por EGFR y el cual es irrelevante para el reconocimiento de SpA por TNFR1 [159]. Se observo
una disminucion significativa en el nimero de osteoclastos diferenciados en respuesta a SpAL17A en
comparacion con los diferenciados en respuesta a SpA-D, demostrando el rol de la senalizacion via
EGFR en la osteoclastogénesis inducida por la proteina A de S. aureus (Figura 15B). En base a estos
resultados, se evalud posteriormente la importancia de la sefalizacion conjunta por ambos receptores
en la osteoclastogénesis inducida por la proteina A. Para ello, se estimularon precursores de
osteoclastos de ratones tnfr1” (que no pueden sefalizar via TNFR1) con la mutante SpAL17A (la cual
no es reconocida por EGFR, pero si por TNFR1). En células donde la senalizacion por ambos
receptores fue bloqueada, el numero de osteoclastos maduros resultdé equivalente al observado en

las células control sin estimular (Figura 15B). Estos resultados sugieren que la proteina A induce
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osteoclastogénesis activando mayoritariamente los receptores de TNF-a y EGF en precursores de

osteoclastos.
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Figura 15. Vias de sefalizaciéon involucradas en la osteoclastogénesis inducida por la proteina A de
S. aureus. Precursores de osteoclastos provenientes de ratones C57BL/6 (barras negras) o deficientes en la
expresion de TNFR1 (tnfr1 '/') (barras grises) fueron estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con L. /actis
SpA (10® UFC/ml), la region D de la proteina A (SpA-D 0.5 nM), la mutante L17A (SpA-L17A 0.5 nM) o GST
como control negativo(C 0.5 nM). TNF-a (10 pg/ml) y RANKL (50 ng/ml) fueron utilizados como control positivo.
A los 9 dias luego de la estimulacién se cuantificé el nimero de osteoclastos. Las barras indican el promedio y
el desvio estandar de tres experimentos independientes realizados en pocillos por duplicado para cada
condiciéon. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). *P <0.05,

**P <0.01, ***P <0.001.NS: no significativo.

4.2.2. La senalizacion por TNFR1 y EGFR posee un rol en la osteoclastogénesis inducida por
S. aureus.

A fin de determinar la participacion de la sefalizacién via TNFR1 en la diferenciacién de
osteoclastos inducida por S. aureus, los precursores provenientes de ratones salvajes C57BL/6 y
ratones tnfr1” fueron estimulados con la bacteria completa. Se observé una disminucién significativa
en el numero de osteoclastos diferenciados en respuesta a S. aureus a partir de los precursores
provenientes de ratones tnfr1” en comparacién con los diferenciados a partir de precursores de
ratones salvajes C57BL/6 (Figura 16A). Asimismo, se evalud el rol de la sefalizacion por TNFR1 en
respuesta a moléculas de S. aureus diferentes de la proteina A. Para ello, se realizaron ensayos de
osteoclastogénesis utilizando precursores provenientes de ratones tnfr1” estimulados con la mutante
isogénica SpA-. El numero de osteoclastos fue menor al observado cuando se estimularon con la
misma cepa precursores de ratones salvajes C57BL/6 aunque las diferencias no resultaron
significativas (Figura 16A).

A fin de determinar el rol de EGFR en la osteoclastogénesis inducida por S. aureus, se
estimularon precursores de osteoclastos con S. aureus o con una mutante isogénica que carece de la

expresion de proteina A y se encuentra complementada con un vector de expresion conteniendo
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SpAL17A (la cual no puede sefializar por EGFR). Como control se utilizé la mutante SpA- y la
mutante SpA- complementada con la proteina A nativa (SpA-(SpA)). El estimulo con la mutante SpA-
complementada con SpAL17A (SpA-(L17A)) indujo un numero significativamente menor de
osteoclastos en comparacién con los inducidos por S. aureus (Figura 16B). Mas aun el numero de
osteoclastos diferenciados en respuesta a la mutante SpA-(L17A) no difirié del observado al estimular
con la mutante SpA- (Figura 16B). Paralelamente, la mutante SpA- complementada con
SpA (SpA-(SpA)) restituyd los valores de diferenciacion observados con la cepa parental
(Figura 16B). Estos resultados permitieron demostrar que la sefalizacion por TNFR1 y EGFR

contribuye significativamente a la osteoclastogénesis inducida por S. aureus.
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Figura 16. Vias de senalizacion involucradas en la osteoclastogénesis inducida por S. aureus. (A)
Precursores de osteoclastos provenientes de ratones C57BL/6 (barras negras) o ratones deficientes en la
expresiéon de TNFR1 (tnfr1'/') (barras grises) fueron estimulados en Eresencia de M-CSF (30 ng/ml) con
S. aureus FPR3757 (SA, 108 UFC/ml) o la mutante isogénica SpA- (10 UFC/ml). TNF-a (10 pg/ml) se utilizd
como control positivo. (B) Precursores de osteoclastos provenientes de ratones C57BL/6 fueron estimulados
con S. aureus Newman (SA), la mutante isogénica SpA- o las cepas complementadas SpA-(SpAL17A) y
SpA-(SpA) (107 UFC/ml). A los 9 dias luego de la estimulacién se cuantificé el numero de osteoclastos. Las
barras indican el promedio y el desvio estandar de tres experimentos independientes realizados en pocillos por
duplicado para cada condicién. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA
paramétrico). *P <0.05, ***P <0.001. NS: no significativo.

4.2.3. El TNF-a inducido por la proteina A de S. aureus contribuye a la diferenciaciéon de

osteoclastos.

Dado que la proteina A de S. aureus podria inducir la diferenciacién de osteoclastos por
accion directa sobre TNFR1 o en forma indirecta via la induccion de TNF-a, se evalud si la
osteoclastogénesis estaba mediada por dicha citoquina. Para ello, los precursores de los osteoclastos
provenientes de ratones salvajes C57BL/6 fueron estimulados con la proteina A (SpA-D) y la mutante
SpAL17A, en presencia y ausencia de un anticuerpo neutralizante anti-TNF-a. Se observo una

disminucioén significativa en el numero de osteoclastos en respuesta a SpA-D en presencia del
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anticuerpo anti-TNF-a (Figura 17A) indicando que el mismo es necesario para la induccién de
osteoclastogénesis por la proteina A. Mas aun al estimular las células con la mutante SpAL17A (la
cual no es reconocida por EGFR y soélo puede senalizar via TNFR1) en presencia del anticuerpo
anti-TNF-a no se observaron diferencias en la diferenciacion de osteoclastos con respecto a las
células no tratadas (Figura 17A) destacando la importancia del TNF-a en la osteoclastogénesis
inducida por la proteina A.

Luego, se evalué la importancia relativa de la sefalizacién por TNF-a en la osteoclastogénesis
inducida por S. aureus. La diferenciacion de osteoclastos resultd significativamente menor en
precursores estimulados con S. aureus en presencia de un anticuerpo anti-TNF-a (Figura 17B), en
comparacion a la observada en ausencia del anticuerpo. Al evaluar el rol del TNF-a inducido por
moléculas de S. aureus diferentes de la proteina A, mediante el uso de la mutante isogénica SpA-, se
observé una contribucion significativa del mismo en la induccion de osteoclastogénesis (Figura 17B).
En conjunto estos resultados indican que TNF-a juega un rol preponderante en la induccion de

osteoclastogénesis inducida por S. aureus, tanto dependiente de la proteina A como aquella inducida

por otros componentes de la bacteria.
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Figura 17. Rol de TNF-a en la osteoclastogénesis inducida por S. aureus y la proteina A. Precursores de
osteoclastos provenientes de ratones C57BL/6 fueron estimulados en presencia (barras blancas) o ausencia
(barras negras) de un anticuerpo anti-TNFa (10 pg/ml). En (A) las células fueron estimuladas con la regién D de
la proteina A (SpA-D, 0.5 nM), la mutante L17A (SpA-L17A, 0.5 nM) o GST como control negativo (C, 0.5 nM).
En (B) las células fueron estimuladas con S. aureus FPR3757 (SA, 108 UFC/ml) o la mutante isogénica SpA-
(10 UFC/ml). TNF-a (10 pg/ml) se utiliz6 como control positivo. A los 9 dias luego de la estimulacion se
cuantificé el numero de osteoclastos. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de tres experimentos
independientes realizados en pocillos por duplicado para cada condicion. Los datos fueron analizados mediante
el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). *P <0.05, **P <0.01 ***P <0.001. ND: no determinado, NS: no

significativo.
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4.2.4. La senalizacion via TNFR1 es critica para la funcionalidad de los osteoclastos

diferenciados en respuesta a S. aureus.

Se evalué a continuacion la importancia de la sefalizacién por TNFR1 en la modulacion de la
actividad resortiva de los osteoclastos diferenciados en respuesta a S. aureus. Dado que se ha
reportado que la sefalizacion via TNFR1 puede modular la expresiéon de catepsina K [95], se
determiné la contribucion de dicho receptor en la regulacion de dicha proteinasa por S. aureus. Para
ello se realizaron los experimentos utilizando precursores de osteoclastos provenientes de ratones
tnfr1”. Se observd que en ausencia del receptor, los niveles de expresién de catepsina K en
respuesta al estimulo con S. aureus no difirieron de los niveles basales, a diferencia de lo observado
en las células de ratones salvajes C57BL/6 (Figura 18A).

Luego decidimos evaluar la actividad de los osteoclastos en respuesta al estimulo con
S. aureus en ausencia de TNFR1. La ausencia de lagunas de resorcion en cultivos de precursores de
osteoclastos provenientes de ratones deficientes en TNFR1 estimulados con S. aureus evidenci6 la
importancia de TNFR1 para la diferenciacién de osteoclastos funcionalmente activos (Figura 18B y
18C). Por lo tanto, nuestros resultados indicaron que la sefalizacién via este receptor es critica para

la funcionalidad de los osteoclastos.
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Figura 18. Rol de TNFR1 en la actividad de los osteoclastos diferenciados en respuesta a S. aureus.
(A) Niveles de transcripcién de CK mediante RT-PCR en tiempo real en osteoclastos de ratones C57BL/6
salvajes (barras negras) o ratones deficientes en la expresion de TNFR1 (tnfr1~ ) (barras grises) diferenciados
en respuesta a S. aureus (10 UFC/ml) durante 9 dias. Los datos fueron normalizados utilizando GAPDH como
control. Las barras muestran el promedio y el desvio estandar de dos experimentos independientes realizados
en pocillos por duplicado para cada condicion. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni
(ANOVA paramétrico). **P <0.01. (B-C) Se cultivaron precursores de osteoclastos de ratones C57BL/6 (B) o
tnfr1 (C) en discos de dentina y se estimularon con S. aureus durante 9 dias (‘IO UFC/ml). Las lagunas de
resorcion se evidenciaron por microscopia 6ptica. Aumento: 20X.
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4.2.5. Conclusiones parciales.

Los resultados obtenidos en esta etapa de la investigacion permitieron demostrar que la
osteoclastogénesis inducida por la proteina A de S. aureus se encuentra mediada por la sefalizacion
de los receptores TNFR1 y EGFR. Ademas, se demostré la importancia de la senalizacion por TNF-a
en la diferenciacién de osteoclastos estimulados con S. aureus. TNFR1 tendria un papel
preponderante en la induccion de osteoclastos maduros capaces de resorber matriz en respuesta a

S. aureus.

4.3. CONTRIBUCION DE LA PROTEINA A EN LA DEGRADACION OSEA CARACTERISTICA DE
LA OSTEOMIELITIS POR S. aureus.

Luego de establecer la importancia de la expresién de la proteina A en la osteoclastogénesis
inducida por S. aureus, se procedié a evaluar su contribucion en el desarrollo de osteomielitis por
S. aureus, utilizando dos modelos de infeccion experimental. En primer lugar se utilizé6 un modelo
murino de infeccion dsea descripto previamente. Los modelos murinos de osteomielitis descriptos en
la literatura [161] permiten evaluar el desarrollo de lesiones éseas que presentan un correlato con las
observadas en pacientes con osteomiglitis y proporcionan varias ventajas por sobre los modelos en
animales de mayor porte. No obstante, una de las desventajas que ofrece el modelo murino es que el
tiempo de permanencia de la bacteria en hueso es limitado y por lo tanto no es posible evaluar la
patologia de la infeccion a tiempos prolongados luego del desafio. Es por ello que, ademas, se utilizd
un modelo de osteomielitis experimental en rata descripto previamente [162,169] el cual permitié el

seguimiento de la infeccion durante 15 semanas luego del desafio experimental.

4.3.1. Contribucién de la seializaciéon inducida por la proteina A de S. aureus en el desarrollo

de osteomielitis en un modelo experimental murino.

4.3.1.1. La proteina A induce la diferenciacion de osteoclastos durante la infeccién in vivo con

S. aureus.

Luego de caracterizar la osteoclastogénesis inducida por S. aureus y la proteina A in vitro, se
evalu6 el impacto de la presencia de S. aureus en el hueso infectado sobre la diferenciacion
temprana de osteoclastos. Para ello, grupos de ratones BALB/c de 10 semanas de edad fueron
inoculados intramedularmente en la tibia izquierda con una suspensién conteniendo 1x10° UFC de
S. aureus o de la mutante isogénica SpA- y vehiculo (PBS) como control. A las 48 horas luego del
desafio se realizaron ensayos de osteoclastogénesis ex vivo. Para ello, los precursores de
osteoclastos provenientes de los ratones infectados o control se estimularon con M-CSF y RANKL vy

se determind el niumero de osteoclastos a los 5 dias. Los precursores de osteoclastos provenientes
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de animales infectados con S. aureus mostraron mayor capacidad de diferenciarse a osteoclastos
maduros en respuesta a RANKL que aquellos provenientes de animales inoculados con PBS (control)
(Figura 19B). Por el contrario, el potencial osteoclastogénico de los precursores provenientes de
ratones desafiados con la mutante SpA- no difirid del observado en el grupo control inoculado con
PBS (Figura 19B). Estos resultados demuestran la importancia de la proteina A de S. aureus en el
primado de precursores de osteoclastos durante los estadios iniciales de la infeccion. Al evaluar la
colonizacion bacteriana en hueso de los ratones infectados, no se observaron diferencias
significativas en la carga bacteriana en los ratones desafiados con S. aureus con respecto a los
inoculados con la mutante SpA-, indicando que las diferencias observadas en el potencial
osteoclastogénico de las células provenientes de ambos grupos de ratones no se deben a diferencias

en la cantidad de bacteria presente en el hueso (Figura 19C).
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Figura 19. Rol de la presencia de la proteina A en el primado de osteoclastos durante la infeccion in vivo
por S. aureus. (A) Disefio experimental. Ratones BALB/c fueron inoculados intramedularmente en la tibia
izquierda con una suspension conteniendo 1x10° UFC de S. aureus (SA) o la mutante SpA- o PBS (C) como
control. (B) Cuarenta y ocho horas luego del desafio se obtuvieron precursores de osteoclastos, los cuales
fueron estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con RANKL (50 ng/ml). A los 5 dias luego de la
estimulacién se cuantificéd el nimero de osteoclastos. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de los
valores obtenidos para cada grupo de ratones (n=5-6 ratones por grupo, evaluados en 3 experimentos
independientes). Las células provenientes de los ratones individuales fueron ensayadas en pocillos por
triplicado. Los datos fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). **P <0.01. (C)
Carga bacteriana en hueso de ratones inoculados con S. aureus (SA) o la mutante SpA-. Las cajas y sus
bigotes representan los valores obtenidos en cada grupo (n=14-12) con sus respectivas medianas, maximo y
minimo.
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4.3.1.2. TNFR1 posee un rol critico en la diferenciacion de osteoclastos durante la infecciéon

in vivo por S. aureus.

Luego de demostrar la participacién de la sefializacion a través de TNFR1 en la diferenciacion
y funcionalidad de los osteoclastos in vitro, evaluamos la importancia de dicho receptor en la
osteoclastogénesis inducida por S. aureus durante los estadios iniciales de la infeccion. Para ello,
grupos de ratones C57BL/6 salvajes o deficientes en TNFR1 (tnfr1”") de 10 semanas de edad fueron
inoculados intramedularmente en la tibia izquierda con una suspensién conteniendo 1x10° UFC de
S. aureus o PBS (como control) y a las 48 horas luego del desafio se realizaron ensayos de
osteoclastogénesis ex vivo (Figura 20A). Para ello, los precursores de osteoclastos provenientes de
los ratones infectados o control se estimularon con M-CSF y RANKL y se determiné el numero de
osteoclastos a los 5 dias. El nUmero de osteoclastos diferenciados en respuesta a RANKL a partir de
precursores provenientes de animales C57BL/6 desafiados con S. aureus fue significativamente
mayor que el observado a partir de precursores provenientes de ratones control (Figura 20B). A su
vez, la cantidad de nucleos presentes en los osteoclastos diferenciados a partir de precursores
provenientes de ratones desafiados con S. aureus resultdé mayor a 5 en comparacion con los
provenientes de animales inoculados con PBS en los cuales los osteoclastos presentaron 3 nucleos
(Figura 20D).

Al evaluar la diferenciacion de precursores de osteoclastos obtenidos de ratones tnfr1”
inoculados con S. aureus se observé que se comportaron de manera equivalente al grupo inoculado
con PBS tanto a nivel del numero de osteoclastos diferenciados (Figura 20B) como en la cantidad de
nucleos presentes en los mismos (Figura 20E). Estos resultados demuestran la importancia de la
sefnalizacion por TNFR1 en el primado de osteoclastos durante la infeccion in vivo por S. aureus. Las
diferencias observadas en la capacidad de diferenciacién de osteoclastos no se debieron a
diferencias en la colonizacion bacteriana del hueso dado que al evaluar la carga bacteriana en

ratones salvajes o tnfr1” no se observaron diferencias significativas entre los grupos (Figura 20C).
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Figura 20. Vias de seiializacion implicadas en la diferenciacion de osteoclastos durante la infeccion
in vivo por S. aureus. (A) Disefio experimental. Ratones C57BL/6 (B, D) o tnfr1” (B, E) fueron inoculados
intramedularmente en la tibia izquierda con una suspension conteniendo 1x106 UFC de S. aureus (SA) o PBS
(C) como control. (B, D, E) Cuarenta y ocho horas luego del desafio se obtuvieron precursores de osteoclastos,
los cuales fueron estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con RANKL (50 ng/ml). A los 5 dias luego de
la estimulacion se cuantificéd el numero de osteoclastos. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de
los valores obtenidos para cada grupo de ratones (n=3-7 ratones por grupo, evaluados en 3 experimentos
independientes). Las células provenientes de cada raton fueron ensayadas en pocillos por triplicado. Los datos
fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). ***P <0.001. NS: no significativo. (D, E)
Aumento: 20X. (C) Carga bacteriana en hueso. Las cajas y sus bigotes representan los valores obtenidos en
cada grupo (n=8-10) con sus respectivas medianas, maximo y minimo.

4.3.1.3. La proteina A contribuye a la induccion de mediadores inflamatorios durante la

infeccién in vivo por S. aureus.

Considerando que S. aureus y la proteina A indujeron niveles significativos de IL-18, IL-6 y
TNF-a en precursores de osteoclastos in vitro, se cuantificaron los niveles de dichas citoquinas
durante la infeccion 6sea in vivo y se evalud la contribucién de la proteina A en la induccién de las
mismas. Para ello, grupos de ratones fueron inoculados intramedularmente en la tibia izquierda con
una suspension conteniendo 1x10° UFC de S. aureus, la mutante SpA- o PBS como control. A los
14 dias luego del desafio se cuantificaron los niveles de IL-183, IL-6 y TNF-a en hueso. La infeccién por
S. aureus y la mutante isogénica SpA- indujo un aumento significativo en la produccién de IL-1

(Figura 21B y 21C) el cual no se observo en los animales control (21A). Sin embargo, los niveles de
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dicha citoquina en respuesta a la mutante SpA- fueron menores a los observados en respuesta a
S. aureus. A su vez, los niveles de IL-13 en la tibia izquierda infectada resultaron significativamente
menores en los ratones desafiados con la mutante SpA- respecto del grupo inoculado con S. aureus
(Figura 21D).
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Figura 21. Induccion de IL-18 durante la infeccion in vivo por S. aureus. Se cuantificaron los niveles de
IL-1B por ELISA en el sobrenadante de los homogenatos de hueso de ratones inoculados con PBS (n=4) (A),
S. aureus (n=6) (B) o la mutante SpA- (n=7) (C) a los 14 dias luego del desafio. Cada par de puntos
corresponde a los valores obtenidos en la tibia izquierda inoculada (1) y la tibia derecha no inoculada (D) para
cada raton individual. Los datos fueron analizados mediante la prueba pareada no paramétrica de Wilcoxon
*P <0.05. NS: no significativo. (D) Cada punto representa los niveles de IL-1§ en la tibia izquierda de ratones
desafiados con S. aureus o la mutante SpA-. La linea punteada indica la mediana de los valores obtenidos para
la tibia izquierda de ratones inoculados con PBS. Los datos fueron analizados mediante el test no paramétrico
de Mann Whitney *P <0.05.

Al evaluar la produccion de IL-6 se observé mayor dispersién entre animales individuales en la
induccién de dicha citoquina que la observada en la produccion de IL-1B. Sin embargo, los niveles de
IL-6 producidos en respuesta a la infeccién con S. aureus fueron mayores a los observados en los
ratones desafiados con la mutante SpA- (Figura 22B y 22C). La ausencia de la proteina A en la
infeccidon resultdé en una menor produccion de IL-6 en comparacion a los niveles observados en

ratones desafiados con S. aureus (Figura 22D).
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Figura 22. Induccién de IL-6 durante la infeccién in vivo por S. aureus. Se cuantificaron los niveles de IL-6
por ELISA en el sobrenadante de los homogenatos de hueso de ratones inoculados con PBS (n=4) (A),
S. aureus (n=6) (B) o la mutante SpA- (n=7) (C) a los 14 dias luego del desafio. Cada par de puntos
corresponde a los valores obtenidos en la tibia izquierda inoculada (I) y la tibia derecha no inoculada (D) para
cada raton individual. Los datos fueron analizados mediante la prueba pareada no paramétrica de Wilcoxon.
NS: no significativo (D) Cada punto representa los niveles de IL-6 en la tibia izquierda de ratones desafiados
con S. aureus o la mutante SpA-. La linea punteada indica la mediana de los valores obtenidos para la tibia
izquierda de ratones inoculados con PBS. Los datos fueron analizados mediante el test no paramétrico de
Mann Whitney. NS: no significativo.

En forma similar a lo observado respecto de IL-1[3, se detecté una menor induccion de TNF-a
frente al desafio con la mutante SpA- (Figura 23C) en comparacion a la produccién de dicha citoquina
en respuesta a S. aureus (Figura 23B). Los niveles de TNF-a inducidos en las tibias infectadas por la
mutante SpA- resultaron menores en comparacién a los observados en respuesta a S. aureus
(Figura 23D). Se evaluaron, ademas, los niveles de IL-10 e INF-y presentes en hueso durante la
infeccidn 6sea en respuesta a S. aureus, no se observandose produccién de dichas citoquinas

(resultados no mostrados).
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Figura 23. Induccién de TNF-a durante la infeccion in vivo por S. aureus. Se cuantificaron los niveles de
TNF-a por ELISA en el sobrenadante de los homogenatos de hueso de ratones inoculados con PBS (n=4) (A),
S. aureus (n=5) (B) o la mutante SpA- (n=6) (C) a los 14 dias luego del desafio. Cada par de puntos
corresponde a los valores obtenidos en la tibia izquierda inoculada (I) y la tibia derecha no inoculada (D) para
cada ratén individual. Los datos fueron analizados mediante la prueba pareada no paramétrica de Wilcoxon
*P <0.05. (D) Cada punto representa los niveles de TNF-a en la tibia izquierda de ratones desafiados con
S. aureus o la mutante SpA-. La linea punteada indica la mediana de los valores obtenidos para la tibia
izquierda de ratones inoculados con PBS. Los datos fueron analizados mediante el test no paramétrico de
Mann Whitney.

4.3.1.4. La expresion de proteina A contribuye al dafno 6seo durante la infeccién in vivo por

S. aureus.

Posteriormente, determinamos las consecuencias de la presencia de los niveles de citoquinas
incrementados y de la actividad osteoclastogénica exacerbada durante la infeccién experimental por
S. aureus en la integridad del hueso a los 14 dias luego del desafio experimental. Para ello, grupos
de ratones BALB/c de 10 semanas de edad fueron inoculados intramedularmente en la tibia izquierda
con una suspension conteniendo 1x10° UFC de S. aureus o de la mutante SpA-. Como control se
utilizaron grupos de ratones inoculados con PBS. Se evaluaron los cambios en la densidad mineral
Osea volumétrica de las tibias desafiadas con S. aureus mediante el analisis de imagenes de micro-
tomografia computada (micro-CT). Se cuantificd el grado de destrucciéon de la masa 6sea cortical y la
formacion de tejido 6seo nuevo a los 14 dias luego del desafio. La infeccion por S. aureus indujo un
incremento significativo en la pérdida de hueso cortical afectando areas de la tibia, tanto cercanas, como
lejanas del punto de inoculacion (Figura 24A y 24B). Por el contrario, la destruccion 6sea observada en
respuesta al desafio con la mutante SpA- se localizd principalmente en el area cercana al punto de
inoculacion y resulté equivalente a la observada en los ratones inoculados con PBS (Figura 24A y 24B).
Vistas completas en 3D de huesos representativos de cada grupo pueden observarse siguiendo los
siguientes enlaces:

Control (https://youtu.be/BqAqYbS-4Uo)
S. aureus (https://youtu.be/vX3nzw18WNw)
SpA- (https://youtu.be/v3cXOCngOAC)
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Al evaluar la formacién reactiva de hueso, se observd mayor formacion de hueso nuevo en las
tibias de los ratones desafiados con la mutante SpA-, respecto de la cuantificada en huesos inoculados
con S. aureus aunque las diferencias no resultaron estadisticamente significativas (Figura 24C). Al
evaluar la carga bacteriana en hueso a los 14 dias luego de la inoculacién no se observaron diferencias
en la colonizacion entre los huesos de los ratones infectados con S. aureus y aquéllos inoculados con la
mutante SpA- (Figura 24 D).
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Figura 24. Cambios en la densidad mineral 6sea volumétrica inducidos por la proteina A de
S. aureus. Andlisis por micro-CT de tibias inoculadas con S. aureus (SA), la mutante SpA- o PBS como control
a los 14 dias luego del desafio. (A) Para cada par de imagenes, en el panel izquierdo las zonas de bordes
irregulares corresponden a la formacion reactiva de hueso y en el panel derecho se muestran en gris las areas
de hueso dafadas. (B) Cuantificacion de la destruccion de hueso cortical. (C) Formacién reactiva de hueso.
(B, C) Las barras representan la mediana para cada grupo (S. aureus: n=5, SpA-: n=5, PBS: n=3). Los datos
fueron analizados mediante el test no paramétrico de Mann Whitney *P <0.05. (D) Carga bacteriana en hueso
de ratones inoculados con S. aureus (SA) o la mutante SpA-. Las cajas y sus bigotes representan los valores
obtenidos en cada grupo (n=8-13) con sus respectivas medianas, maximo y minimo.

4.3.2. Contribucion de la sefalizacion inducida por la proteina A de S. aureus en el desarrollo

de osteomielitis en un modelo experimental en rata.

A fin de evaluar el impacto de la expresion de la proteina A en el desarrollo de osteomielitis

experimental a tiempos prolongados luego del desafio, grupos de ratas de 7 semanas de edad de la
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cepa Wistar fueron inoculadas en la tibia izquierda con 1x10° UFC de S. aureus o la mutante
isogénica que no expresa proteina A (SpA-). Dada la importancia de la actividad de las
metaloproteinasas en la degradacién 6sea y en particular el rol de la MMP-9 en la degradacién de
colageno, se determino la actividad de la misma en los homogenatos de las tibias infectadas, como
un indicador de la presencia de osteoclastos funcionales. A las 10 semanas luego de la inoculacion
se observd que la actividad proteolitica de MMP-9 resulté ser significativamente mayor en la tibia de

las ratas desafiadas con S. aureus respecto de las desafiadas con la mutante SpA- (Figura 25).
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Figura 25. Contribucion de la proteina A de S. aureus en la produccion de MMP-9 in vivo durante la
osteomielitis experimental. Grupos de ratas fueron desafiadas con S. aureus o la mutante SpA-. Se determiné
la actividad proteolitica de MMP-9 en los homogenatos de las tibias infectadas como medida indirecta de
actividad de los osteoclastos y se calculé el cociente de actividad entre la tibia infectada y la control a las
96 horas (n=8) (A) y 10 semanas (n =7) (B) luego del desafio. Cada punto corresponde a un animal individual.
Los datos fueron analizados mediante el test no paramétrico de Mann Whitney *P <0.05. (C) Gel representativo
de la actividad proteolitica de MMP-9.

Paralelamente, al evaluar macroscopicamente la lesion 6sea generada por la infeccion se
observd un engrosamiento del hueso en el punto de inoculacién (respecto del diametro del hueso
derecho no infectado) el cual se definio como el indice osteomielitico (1.0.). Al comparar el I.O. en los
diferentes grupos, se observd que el mismo resultd significativamente mayor en ratas inoculadas con
S. aureus con respecto al observado en ratas inoculadas con la mutante SpA- a todos los tiempos
evaluados (96 horas, 10 y 15 semanas), siendo mayor la lesién a las 15 semanas post-inoculacion
(Figura 26A-C).
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Figura 26. Contribuciéon de la proteina A de S. aureus en el dafio 6seo durante la osteomielitis
experimental. Grupos de ratas fueron desafiadas con S. aureus o la mutante SpA-. Se determiné el 1.0. a las
96 horas (n=10) (A), 10 semanas (n= 15-14) (B) y 15 semanas (n=25-24) (C) luego del desafio. Cada punto
corresponde a una rata individual. Los datos fueron analizados mediante el test no paramétrico de
Mann Whitney *P <0.05.

El analisis histopatoldgico de cortes de hueso obtenidos a las 96 horas luego de la inoculacién
revelé congestion y un exudado leve de neutrdfilos en el sitio de inoculacion el cual fue similar en las
ratas desafiadas con S. aureus respecto de las inoculadas con la mutante SpA- (Figura 27C y 27E). A
las 15 semanas luego del desafio se observo en tibias provenientes de animales inoculados con
S. aureus la presencia de abscesos con piocitos y leucocitos polimorfonucleares (Figura 27D) y zonas
de degradacion 6sea y formacion de secuestros (fragmentos de hueso necrético, no vascularizado)
(Figura 27D). Por el contrario, las imagenes de los huesos provenientes de ratas inoculadas con la
mutante SpA- (Figura 27F) en las cuales el tejido de granulacién fue proporcionalmente mayor que los
abscesos, resultaron similares a las de los animales inoculados con PBS (Figura 27B) y mostraron

estructuras 6seas conservadas.
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Figura 27. Contribucion de la proteina A de S. aureus en el dafio 6seo durante la osteomielitis
experimental. Grupos de ratas fueron desafiadas con S. aureus (B, E) la mutante SpA- (C, F) o PBS (A, D)
como control. Se determinaron los cambios histopatoldgicos a las 96 horas (A, B, C) y 15 semanas (D, E, F)
luego del desafio. En (B, C) se observa un infiltrado inflamatorio leve (puntas de flecha rojas). En (E) se observa
un intenso infilirado inflamatorio de la médula 6sea (punta de flecha negra), fragmentos de hueso necrético
(asterisco) y un absceso (puntas de flecha azul). En (F) se observa la infeccién mayoritariamente resuelta en
comparacion con el hueso control (D) donde se distinguen estructuras 6seas conservadas (flechas negras).
(A-F): Aumento 45X.

Luego se evalud la presencia de osteoclastos en cortes histoldgicos de hueso de los diferentes
grupos de ratas. Se observo la presencia de un mayor nimero de osteoclastos en las tibias provenientes
de ratas inoculadas con S. aureus en comparacion con las provenientes de ratas inoculados con la

mutante SpA- (Figura 28) las cuales resultaron similares al grupo control.
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Figura 28. Contribuciéon de la proteina A de S. aureus en la diferenciacién de osteoclastos in vivo.
Grupos de ratas fueron desafiadas con S. aureus (B), la mutante SpA- (C), o PBS (A) como control. A las 15
semanas luego del desafio se realizd la tincién de TRAP en cortes de hueso de los diferentes grupos. Las
puntas de flecha rojas sefialan osteoclastos. Aumento: 40x.
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Al evaluar el desarrollo de la infeccion 6sea, se observo que la disminucidon de las lesiones
Oseas en las ratas inoculadas con la mutante SpA- respecto de las desafiadas con S. aureus, se
acompand de una reduccion significativa en la carga bacteriana en hueso a las 10 y 15 semanas
luego del desafio (Figura 29A y 29B). Debido a que durante las infecciones cronicas por S. aureus, en
particular la osteomielitis, se ha descripto la formacion de variantes puntiformes [142,170] evaluamos
si las diferencias observadas en la eliminacién bacteriana entre las dos cepas se debia a la formacién
diferencial de dichas variantes. El porcentaje de variantes puntiformes observado a las 15 semanas
luego del desafio no solo resultd similar entre las dos cepas sino que fue lo suficientemente bajo
como para descartar que la aparente mayor eliminacién de la mutante SpA- se debiera a una mayor

transformacion hacia el fenotipo de variante puntiforme (Figura 29C).
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Figura 29. Contribucion de la proteina A en la colonizaciéon bacteriana durante la osteomielitis
experimental por S. aureus. Carga bacteriana en hueso de ratas inoculadas con S. aureus (SA) o la mutante
SpA- a las 10 semanas (n= 15-14) (A) y a las 15 semanas (B) (n=25-24) y (C) (n=16-11) luego del desafio. En
(B) la colonizacion corresponde a las UFC totales. En (C) se muestra el porcentaje de UFC que corresponden a
variantes puntiformes. Las cajas y sus bigotes representan los valores obtenidos en cada grupo con sus
respectivas medianas, maximo y minimo. Los datos fueron analizados mediante el test no paramétrico de
Mann Whitney *P <0.05, ***P <0.001.

4.3.3. Conclusiones parciales.

Los resultados obtenidos permitieron demostrar que la proteina A posee un rol critico en la
activacion temprana de osteoclastos y en la induccidn de mediadores inflamatorios durante la
infeccién in vivo por S. aureus. Asimismo, se demostrd la importancia de la senalizaciéon por TNFR1
en el primado de osteoclastos durante la osteomielitis experimental. La expresién de la proteina A
resultdé, ademas, critica en el desarrollo de dafio 6seo, evidenciado por alteraciones histopatolégicas
en el tejido 6seo y por la induccidon de cambios en la densidad mineral ésea volumétrica durante la

infeccion in vivo por S. aureus.
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4.4. IMPACTO DE LA NEUTRALIZACION DE LA PROTEINA A EN LA OSTEOCLASTOGENESIS
DURANTE LOS ESTADIOS INICIALES DE LA INFECCION OSEA POR S. aureus.

Luego de establecer la importancia de la proteina A en la induccion de osteoclastogénesis y el
impacto de dicho proceso en el dano dseo durante la infeccion por S. aureus se evalud la
potencialidad del uso de anticuerpos neutralizantes contra la proteina A para prevenir la

diferenciacion de osteoclastos y la induccion de mediadores inflamatorios.

4.41. La neutralizacion de la proteina A previene la diferenciacion de osteoclastos y la

produccion de mediadores inflamatorios inducidos por S. aureus in vitro.

La potencialidad del uso de un anticuerpo neutralizante contra la proteina A se evalud en
primera instancia en ensayos in vitro. Para ello, los precursores de osteoclastos fueron estimulados
con L. lactis que expresa SpA (L. lactis SpA) en presencia o ausencia de dicho anticuerpo. Se
determiné que la presencia del anticuerpo produjo un bloqueo significativo de la diferenciaciéon de
osteoclastos en respuesta a L./actis SpA. Se verificd la especificidad del bloqueo del anticuerpo
contra la proteina A estimulando células con RANKL en presencia de dicho anticuerpo (Figura 30A y
30B).
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Figura 30. Inhibicion de la osteoclastogénesis inducida por la proteina A mediante un anticuerpo
neutralizante. (A) Precursores de osteoclastos provenientes de ratones BALB/c fueron estimulados en
presencia de M-CSF (30 ng/ml) con suspensiones bacterianas (10 UFC/ml) inactivadas previamente por
calentamiento de L. /actis portando un vector control (L. Lactis VC) o expresando proteina A (L. Lactis SpA) en
presencia (barras grises) o ausencia (barras negras) de un anticuerpo neutralizante contra la proteina A
(500 pg/ml). RANKL (RL, 50 ng/ml) fue utilizado como control positivo. A los 9 dias luego de la estimulacion se
cuantificé el numero de osteoclastos. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de tres experimentos
independientes realizados en pocillos por duplicado para cada condicion. Los datos fueron analizados mediante
el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). NS: no significativo *P < 0.05, ***P < 0.001. (B) Aumento: 20X

Posteriormente, se evalud el potencial de bloqueo del anticuerpo anti-proteina A en la
osteoclastogénesis inducida por S. aureus. Se observo, en presencia del anticuerpo, una disminucion
significativa en el niumero de osteoclastos diferenciados en respuesta a S. aureus respecto del
obtenido en ausencia del anticuerpo (Figura 31A y 31B). Los niveles de osteoclastogénesis resultaron

equivalentes a los observados en respuesta a la mutante que no expresa proteina A (Figura 31A).
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Figura 31. Inhibicion de la osteoclastogénesis inducida por S. aureus mediante un anticuerpo
neutralizante contra la proteina A. (A) Precursores de osteoclastos provenientes de ratones BALB/c fueron
estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con una suspension bacteriana (108 UFC/ml) inactivada por
calentamiento de S. aureus FPR3757 (SA) en presencia (barra gris) o ausencia (barra negra) de un anticuerpo
neutralizante contra la proteina A (500 ug/ml). A los 9 dias luego de la estimulacion se cuantificé el nimero de
osteoclastos. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de tres experimentos independientes
realizados en pocillos por duplicado para cada condicién. La linea de puntos representa el nimero de
osteoclastos diferenciados en respuesta a la mutante que no expresa proteina A (SpA-). Los datos fueron
analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). *P <0.05. (B) Aumento: 20X.

Se determind asimismo, la capacidad del anticuerpo neutralizante contra la proteina A de
inhibir la induccion de citoquinas pro-inflamatorias. Para ello se evalud la produccién de IL-1, IL-6 y
TNF-a en precursores de osteoclastos estimulados con S. aureus en presencia y ausencia de dicho
anticuerpo. Se observo que la neutralizaciéon de la proteina A inhibié significativamente la produccion
de citoquinas inflamatorias (Figura 32A-C). Los niveles de IL-13, IL-6 y TNF-a producidos por los
precursores de osteoclastos en presencia del anticuerpo fueron equivalentes a los inducidos por la

mutante SpA- (Figura 32A-C).
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Figura 32. Inhibicion de la producciéon de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta al estimulo con
S. aureus por neutralizacion de la proteina A. Precursores de osteoclastos provenientes de ratones BALB/c
fueron estimulados en presencia de M-CSF (30 ng/ml) con S. aureus FPR3757 (SA, 10° UFC/ml) en presencia
(barra gris) o ausencia (barra negra) de un anticuerpo neutralizante contra la proteina A (500 pg/ml). A las
24 horas luego de la estimulacion se cuantificaron los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a en los sobrenadantes de
cultivo por ELISA. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de tres experimentos independientes
realizados en pocillos por duplicado para cada condicion. La linea de puntos representa el promedio de
citoquinas producidas en respuesta a la mutante SpA-. Los datos fueron analizados mediante el test de
Bonferroni (ANOVA paramétrico).*P <0.01, ***P <0.001.

4.4.2. La neutralizacion de la proteina A previene la diferenciaciéon de osteoclastos inducida

por S. aureus in vivo.

Considerando que mediante la neutralizacion de la proteina A se logré un bloqueo significativo
en la osteoclastogénesis y se previno significativamente la produccién de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a en respuesta a S. aureus in vitro, se procedié a evaluar la capacidad
de dicho anticuerpo de prevenir la diferenciacion de osteoclastos durante la infeccion in vivo por
S. aureus. Para ello, grupos de ratones de 10 semanas de edad fueron inmunizados pasivamente por
ruta intraperitoneal con el anticuerpo neutralizante contra la proteina A o con suero normal de conejo
(placebo) 24 horas antes del desafio intramedular de la tibia izquierda con una suspension
conteniendo 1x10° UFC de S. aureus o PBS como control (Figura 33A). A las 48 horas luego del
desafio se realizaron ensayos de osteoclastogénesis ex vivo. Los precursores de osteoclastos
provenientes de animales inmunizados con el anticuerpo contra la proteina A y desafiados con
S. aureus no solo mostraron menor capacidad de diferenciarse a osteoclastos maduros en respuesta
a RANKL que aquellos provenientes de animales placebo desafiados con S. aureus, sino que su
capacidad de diferenciacion no difiri6 de la observada en el grupo control inoculado con PBS
(Figura 33B y 33D). Estos resultados demuestran la importancia de la neutralizacién de la proteina A
en la prevencion del primado de precursores de osteoclastos durante los estadios iniciales de la
infeccion por S. aureus. Considerando la relevancia de este resultado y que la interaccion entre la

bacteria y el huésped puede variar de acuerdo al hospedador y por lo tanto la accién del anticuerpo
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también puede verse afectada, los resultados obtenidos con precursores de osteoclastos
provenientes de ratones BALB/c (Figura 33B y 33D) fueron confirmados utilizando precursores

provenientes de ratones C57BL/6 (Figura 33C y 33E).
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Figura 33. Inhibiciéon del primado de osteoclastos inducido por S. aureus mediante neutralizacién de la
proteina A. (A) Disefio experimental. La inmunizacion se realiz6 a razén de 75 mg de anticuerpo por kg de
peso. El grupo placebo recibié suero normal de conejo. El desafio se realiz6 con PBS (C) o S. aureus
(SA, 10° UFCltibia). (B-E) Cuarenta y ocho horas luego del desafio de ratones BALB/c (B, D) o C57BL/6 (C, E)
se obtuvieron precursores de osteoclastos los cuales fueron subsecuentemente estimulados en presencia de
M-CSF (30 ng/ml) con RANKL (50ng/ml). A los 5 dias luego de la estimulacion se cuantificd el numero de
osteoclastos. Las barras indican el promedio y el desvio estandar de los valores obtenidos para cada grupo de
ratones (n=2). Las células provenientes de cada ratén fueron ensayadas en pocillos por triplicado. Los datos
fueron analizados mediante el test de Bonferroni (ANOVA paramétrico). **P <0.01, ***P <0.001. (D, E).
Aumento: 10X placebo: S. aureus + Suero normal de conejo; anti-SpA: S. aureus + anticuerpo contra SpA.

4.4.3. La neutralizacion de la proteina A modula la producciéon de mediadores inflamatorios
durante la infeccion in vivo por S. aureus.

En funcioén de los resultados obtenidos que demuestran la factibilidad de utilizar un anticuerpo
neutralizante contra la proteina para prevenir la diferenciacion de osteoclastos durante los estadios
iniciales de la infeccion por S. aureus, se decidié evaluar la capacidad de dicho anticuerpo de inhibir
la induccion de respuesta inflamatoria en hueso. Para ello, en un primer experimento exploratorio

grupos de ratones de 10 semanas de edad fueron inmunizados pasivamente por ruta intraperitoneal
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con el anticuerpo neutralizante contra la proteina A 24 horas antes del desafio intramedular de la tibia
izquierda con una suspensién conteniendo 1x10° UFC de S. aureus. La respuesta inflamatoria en el
hueso se evalud a los 14 dias luego del desafio (Figura 34A). Al cuantificar los niveles de IL-13, IL-6 y
TNF-a en hueso se observd que la inmunizacion previa al desafio no previno la produccién de IL-1B y
TNF-a inducida por S. aureus (Figura 34B y 34D). Sin embargo, al evaluar la induccién de IL-6 no se
observaron diferencias en los niveles de dicha citoquina presentes en la tibia izquierda inoculada con
S. aureus y su correspondiente control (tibia derecha no inoculada) (Figura 34C). Por lo tanto, los
resultados obtenidos indicarian que una inmunizacién previa al desafio no seria efectiva para prevenir la
induccién de IL-1B y TNF-a pero podria modular negativamente la produccion de IL-6 durante la

infeccién por S. aureus.
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Figura 34. Efecto de la neutralizacion de la proteina A en la induccion de citoquinas pro-inflamatorias
durante la infeccién por S. aureus. (A) Disefio experimental. La inmunizacion se realizd a razén de 75 mg de
anticuerpo por kg de peso. El desafio se realizd con S. aureus (SA, 10° UFCltibia, n=3-5). (B-D) A los 14 dias
luego del desafio se cuantificaron los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a por ELISA en los homogenatos de hueso.
Cada par de puntos corresponde a los valores obtenidos para la tibia izquierda inoculada (1) y la tibia derecha no
inoculada (D) en cada raton individual. Los datos fueron analizados mediante la prueba pareada no paramétrica de
Wilcoxon. NS: no significativo.
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Considerando que una Unica inmunizacién previa al desafio con S. aureus no resulté efectiva
para inhibir la produccion de mediadores inflamatorios, se evalué a continuacién un esquema de
inmunizacién que contemplé dos dosis de anticuerpo contra la proteina A (grupo inmunizado) o dos
dosis de suero normal de conejo (grupo placebo) (Figura 35).
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Figura 35. Disefio experimental. La inmunizacion se realizé a razén de 75 mg de anticuerpo por kg de peso en
los dias indicados. El grupo placebo recibié suero normal de conejo. El desafio se realizé con S. aureus

(SA, 10° UFCttibia).

Al evaluar la respuesta inflamatoria en hueso a los 14 dias luego de la infeccién se observé
que el esquema de inmunizacién utilizado resultd efectivo para inhibir la produccién de IL-13 durante
la infeccién por S. aureus (Figura 36A y 36B). Los niveles de dicha citoquina en la tibia infectada a los

14 dias luego del desafio con S. aureus resultaron menores en los ratones inmunizados que en el grupo

control (Figura 36C).
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Figura 36. Efecto de la neutralizacidon de la proteina A en la produccion de IL-1B en respuesta al desafio
con S. aureus. Grupos de ratones BALB/c fueron inmunizados por ruta intraparitoneal con suero normal de
conejo (placebo, n=5) (A, C) o un anticuerpo contra la proteina A (anti-SpA, n=5) (B, C) 24 horas previas y
6 dias luego del desafio con S. aureus (SA) (10‘5 UFCltibia). A los 14 dias se cuantificaron los niveles de IL-13
por ELISA en los homogenatos de hueso. Cada par de puntos corresponde a los valores obtenidos para la tibia
izquierda inoculada (1) y la tibia derecha no inoculada (D) en cada ratén individual. (C) Los puntos representan los
niveles de IL-1B en la tibia izquierda de ratones individuales pertenecientes al grupo placebo o inmunizados (anti-
SpA). Los datos fueron analizados mediante la prueba pareada no paramétrica de Wilcoxon. NS: no significativo.
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En contraposicién a lo observado al utilizar una unica dosis de anticuerpo, no se observd
bloqueo de la produccién de IL-6 frente al desafio con S. aureus (Figura 37A y 37B). Los niveles de
IL-6 no difirieron entre los ratones inmunizados con respecto a los que recibieron suero normal de

conejo (Figura 37C).
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Figura 37. Efecto de la neutralizacién de la proteina A en la produccién de IL-6 en respuesta al desafio
con S. aureus. Grupos de ratones BALB/c fueron inmunizados por ruta intraparitoneal con suero normal de
conejo (placebo, n=4) (A, C) o un anticuerpo contra la proteina A (anti-SpA, n=5) (B, C) 24 horas previas y
6 dias posteriores al desafio intramedular con S. aureus (SA) (10° UFCltibia). A los 14 dias luego de la
inoculacién se cuantificaron los niveles de IL-6 por ELISA en los homogenatos de hueso. Cada par de puntos
corresponde a los valores obtenidos para la tibia izquierda inoculada (1) y la tibia derecha no inoculada (D) en cada
raton individual. (C) Los puntos representan los niveles de IL-6 detectados en la tibia izquierda de ratones
individuales pertenecientes al grupo placebo o inmunizados (anti-SpA). Los datos fueron analizados mediante la
prueba pareada no paramétrica de Wilcoxon. NS: no significativo.

En forma similar a lo observado respecto de IL-1[3, se detecté una menor inducciéon de TNF-a
frente al desafio con S. aureus en el grupo inmunizado con el anticuerpo contra la proteina A
(Figura 38A y 38B) a diferencia de los resultados obtenidos utilizando una unica dosis de anticuerpo
(Figura 34D). Los niveles de TNF-a inducidos en hueso durante la infeccion por S. aureus resultaron
menores en el grupo inmunizado en comparacion con el grupo placebo aunque las diferencias no

alcanzaron aun significancia estadistica (Figura 38C).
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Figura 38. Efecto de la neutralizacion de la proteina A en la produccion de TNF-a en respuesta al desafio
con S. aureus. Grupos de ratones BALB/c fueron inmunizados por ruta intraparitoneal con suero normal de
conejo (placebo, n=4) (A, C) o un anticuerpo contra la proteina A (anti-SpA, n=5) (B, C) 24 horas previas y
6 dias posteriores al desafio intramedular con S. aureus (SA) (106 UFCltibia). A los 14 dias luego de la
inoculacién se cuantificaron los niveles de TNF-a por ELISA en los homogenatos de hueso. Cada par de puntos
corresponde a los valores obtenidos para la tibia izquierda inoculada (1) y la tibia derecha no inoculada (D) en cada
raton individual. (C) Los puntos representan los niveles de TNF-a detectados en la tibia izquierda de ratones
individuales pertenecientes al grupo placebo o inmunizados (anti-SpA). Los datos fueron analizados mediante la
prueba pareada no paramétrica de Wilcoxon. NS: no significativo.

4.4.4. Conclusiones parciales.

Los resultados obtenidos indican la capacidad de un anticuerpo neutralizante contra la
proteina A de prevenir la diferenciacion de osteoclastos inducida durante los estadios iniciales de la
infeccién por S. aureus. Asimismo se demostro la potencialidad de disminuir la respuesta inflamatoria
desencadenada durante la infeccion por S. aureus mediante la neutralizacion de la proteina A. No
obstante, resulta necesario realizar futuros experimentos ajustando la dosis y los tiempos de
administracion del anticuerpo anti-proteina A para corroborar la importancia de la neutralizacion de

esta proteina en la reduccion de los mediadores de dafio 6seo.
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DISCUSION

5.1. DISCUSION.

La osteomielitis presenta un alto nivel de importancia dentro de la salud publica, sin embargo,
aunque resulte sorprendente, existe un escaso conocimiento de los mecanismos moleculares
involucrados en la degradacion 6sea que se observa como consecuencia de la infeccién por
S aureus. Con el fin de lograr un mayor entendimiento de la patogenia de las infecciones éseas por
este patdégeno varios estudios se han concentrado en la interaccion in vitro de S. aureus con los
osteoblastos [38,71] debido a la reconocida capacidad de dichas células de sensar y responder a las
senales del medio externo y modular la diferenciacion y funcionalidad de los osteoclastos [9]. Mas
recientemente se ha demostrado que los osteoclastos pueden reconocer sefales del medio externo
ademas de las provistas por los osteoblastos y modular asi su propia diferenciacion [38,171,172]. Es
por ello, que en el presente trabajo nos hemos centrado en el estudio de la interaccion de S. aureus
con los osteoclastos, células criticas en la degradacion ésea y hasta la actualidad muy poco

estudiadas en el contexto de la infeccion bacteriana.

Nuestro grupo de investigacion ha identificado a la proteina A de S. aureus como un inductor
clave de la respuesta inflamatoria debido a su capacidad de interactuar con TNFR1 y EGFR
desencadenando mecanismos de sefalizacion que conducen a la secrecidon de citoquinas pro-
inflamatorias [154—156,159]. La importancia de dichas cascadas de sefalizacion en el metabolismo
0seo, sientan sobre bases seguras nuestra hipotesis de que la proteina A podria desempefiar un rol
clave en la diferenciacion y la activacion de los osteoclastos. En el presente trabajo demostramos la
importancia de la expresiéon de la proteina A en la induccién de mediadores inflamatorios y la
consecuente activacion de osteoclastos. Los resultados obtenidos permiten concluir que dicha
proteina constituye un factor de virulencia critico en el desarrollo de dafo 6seo que se observa
durante la osteomielitis por S. aureus.

Algunos componentes de S. aureus han sido propuestos como participes de las infecciones
Oseas debido a su capacidad de modular positiva y negativamente la actividad de los osteoclastos
in vitro [9]. Se ha descripto que las lipoproteinas y las proteinas de superficie de S. aureus estimulan
la maduracion y activacion de osteoclastos [173—175]. Paralelamente se ha demostrado la capacidad
de los &cidos lipoteicoicos de S. aureus de inhibir la osteoclastogénesis via TLR2 [176]. Las
controversias encontradas acerca de factores de la bacteria que conducen a la activacion o inhibicion
de los osteoclastos denotan la necesidad de tener en cuenta que los ensayos in vitro pueden no ser
representativos de los eventos que ocurren durante la infeccién in vivo. Nuestros resultados
permitieron evidenciar un rol critico de la proteina A en la induccién de osteoclastogénesis en

respuesta a la estimulacién in vitro y mas importante aun durante la infeccién in vivo con
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S. aureus. Es meritorio destacar que los hallazgos obtenidos no estarian restringidos a células
murinas ya que demostramos que durante la estimulacién de precursores de osteoclastos obtenidos a
partir de monocitos humanos, la expresién de proteina A contribuyé significativamente a la induccion
de osteoclastogénesis. Los estudios in vivo, utilizando un modelo murino de infeccion 6sea [161],
permitieron demostrar el impacto de la proteina A en la diferenciacién temprana de osteoclastos
durante los estadios iniciales de la infeccion por S. aureus. El primado diferencial de los precursores
de osteoclastos en respuesta a la proteina A durante la infeccion por S. aureus podria deberse a una
alteracion de la respuesta fisioldgica de los precursores de osteoclastos a RANKL, como ya ha sido
documentado en otras condiciones patoldgicas asociadas a la pérdida de la masa 6sea [177]. En este
sentido, se demostré un aumento de la expresion de RANK durante la estimulacion in vitro con
S. aureus la cual resultd dependiente de la expresion de la proteina A y podria estar alterando la
respuesta a RANKL y favoreciendo la expansion de la masa osteoclastica activa capaz de formar
nuevos sitios de resorcion 6sea [36]. La capacidad de la proteina A de activar NF-kB [154], un factor
de transcripcion critico en la diferenciacion de osteoclastos [35], y la importancia de la senalizacion a
través de RANK en la activacion de otros factores de transcripcion que inducen la diferenciaciéon de
osteoclastos [36], podrian asimismo explicar el rol de la proteina A en la induccién de
osteoclastogénesis durante la infeccion por S. aureus. A pesar de que otras moléculas de S. aureus
distinta de la proteina A inducen la diferenciacién de osteoclastos, nuestros estudios demuestran que
la proteina A es critica para la diferenciacion de osteoclastos funcionalmente activos. Los
osteoclastos diferenciados en ausencia de proteina A carecieron de la capacidad de degradar
matrices de dentina y de liberar MMP-9 y expresar catepsina K. Por lo tanto el efecto de la proteina A
sobre las capacidades funcionales de los osteoclastos podria tener un impacto significativo en el dafio
6seo que se observa durante la osteomielitis por S. aureus.

La osteoclastogénesis inducida por la proteina A resulté dependiente de la senalizacién
mediada por los receptores TNFR1 y EGFR. En estudios previos se ha demostrado un rol para TNF-a
en la diferenciacion de osteoclastos [76,164]. La sefalizaciéon via TNFR1 ha sido implicada asimismo
en la osteoclastogénesis inducida por el lipopolisacarido bacteriano (LPS) [178]. Nuestros resultados
indican que S. aureus y la proteina A indujeron la liberacion temprana de TNF-a. La neutralizacion de
TNF-a en los ensayos in vifro nos permiti6 demostrar que la osteoclastogénesis inducida por la
proteina A seria mayoritariamente secundaria al TNF-a producido como consecuencia de la
interaccion de la proteina A con TNFR1 [158]. Los resultados obtenidos demuestran asimismo, que
otras moléculas de S. aureus inductoras de TNF-a aumentan la osteoclastogénesis [173]. En este
sentido, hemos descripto recientemente a la proteina Sbi como un potente inductor de la sefalizacion

via TNFR1 en macréfagos [179].
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Distintos autores han clasificado a la poblacion de osteoclastos en pequefios cuando
contienen entre 2 y 5 nucleos y grandes cuando poseen 10 o mas nucleos [180,181] e
interesantemente se ha demostrado la presencia de osteoclastos de gran tamafo en las
enfermedades Oseas [182]. En este trabajo se observd que el primado de los precursores durante la
infeccion in vivo por S. aureus indujo osteoclastos de mayor tamafio y con mayor cantidad de nucleos
(mas de 5) que los observados durante la estimulaciéon con la bacteria in vitro. El rol critico de la
senalizacion por TNFR1 en la diferenciacién de osteoclastos inducida durante la infeccién in vivo por
S. aureus fue evidenciado no sdlo por la diferenciacién de un nimero menor de osteoclastos en
ausencia de TNFR1 sino que ademas los osteoclastos presentaron menor cantidad de nucleos (3).
Se ha reportado una mayor expresion de catepsina K y MMP-9 en osteoclastos de mayor tamafio en
relacion a los pequefos, asi como también una mayor expresion de RANK, TNFR1 y c-fms en la
superficie de los mismos lo cual los hace mas respondedores a las sefiales exdgenas. El tamafio de
los osteoclastos estaria, por lo tanto, directamente relacionado con la funcionalidad de los mismos
[38,39] y explicaria en parte la pérdida de masa ésea en muchas condiciones inflamatorias [183,184].

Nuestros resultados indican que ademas de TNFR1, EGFR participa en la osteoclastogénesis
inducida por la proteina A de S. aureus. El rol de EGFR en la formacion y distribucion de osteoclastos
en el hueso ha sido demostrada previamente utilizando embriones deficientes en la expresion de
EGFR ( egfr *”) [185]. Asimismo, ensayos in vitro han demostrado que la interaccién de RANKL con
su receptor RANK activa EGFR induciendo su fosforilacién la cual es critica para la diferenciacién de
osteoclastos [185,186]. Nuestro grupo de investigacion ha demostrado la capacidad de la proteina A
de inducir la fosforilacién de EGFR y su activacién [155,159] lo cual podria explicar la importancia de
la sefalizacién de la proteina A via EGFR en la osteoclastogénesis. Durante el proceso de
osteoclastogénesis la E-cadherina es una proteina critica para el reconocimiento entre los
precursores de osteoclastos y la formacion de células multinucleadas [37]. Asimismo, se ha propuesto
un rol para la calpaina en el re-arreglo del citoesqueleto que permite la formacién del borde rugoso [187].
La senalizacion via proteina A-EGFR induce re-arreglos del citoesqueleto y modificaciones de las
uniones estrechas mediante la activacion de m-calpaina en células epiteliales favoreciendo la
invasion de S. aureus [188]. Por lo tanto, la sefalizacion por la via de EGFR inducida por la proteina
A podria tener un impacto en la etapa de fusion de los precursores de osteoclastos y en los re-
arreglos del citoesqueleto que conducen a la formacion del borde rugoso y la laguna de resorcion
durante la infeccion por S. aureus. Experimentos futuros permitiran verificar esta hipotesis.

Un hallazgo interesante de este trabajo es que a pesar de que la diferenciacion de
osteoclastos inducida por la proteina A es dependiente tanto de TNFR1 como de EGFR, en ausencia

de TNFR1 los osteoclastos diferenciados no son funcionalmente activos. Esto probablemente se deba

83



DISCUSION

a que en ausencia de TNFR1 no hay induccion de catepsina K, una proteinasa critica para la
degradacién de la matriz. Nuestros resultados concuerdan con estudios realizados utilizando RANKL
como inductor de osteoclastogénesis en los cuales se demuestra que la actividad resortiva de los
osteoclastos no es modulada por EGFR a diferencia de la participacion de dicho receptor en la
formacion de células multinucleadas [185]. Conocer los mecanismos por los cuales los osteoclastos se
diferencian y polarizan formando una cavidad rica en proteinasas que degradan hueso es imprescindible
para un mayor entendimiento de la patogenia de las infecciones éseas.

En las enfermedades déseas cronicas se ha demostrado la importancia de las citoquinas
inflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a en la progresiéon de la enfermedad y destruccion de la masa ésea
[75]. En este trabajo demostramos que la proteina A induce la liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias por precursores de osteoclastos durante el estimulo in vitro con S. aureus. Nuestros
hallazgos son coincidentes con estudios recientes en los que se demostrd que S. aureus modula la
produccién de citoquinas en precursores de osteoclastos y aumenta la actividad de resorcion de
osteoclastos maduros en ausencia de osteoblastos [130]. En relacién a la infecciéon in vivo, se ha
demostrado la produccion local de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a S. aureus en un
modelo experimental [189]. Nuestro trabajo constituye un avance significativo en la tematica ya que
por primera vez se identifica a un componente bacteriano, la proteina A, como critico para la induccion
de mediadores inflamatorios durante la infeccion in vivo por S. aureus. Los niveles elevados de TNF-a
han sido asociados con los cambios histopatolégicos que se observan durante la osteomielitis
incluyendo la destruccién 6sea y formacion de hueso nuevo [190]. Estudios realizados por otros
autores revelaron niveles elevados de dicha citoquina en las cavidades articulares y los han asociado
al dafo articular observado durante las artritis por S. aureus [191]. En este trabajo la disminucién de
los niveles de TNF-a en respuesta a la infeccion con la mutante que no expresa proteina A podria
explicar parcialmente el menor dafo 6seo observado en ausencia de la expresiéon dicha proteina. El
dafio 6seo observado durante la infeccion con S. aureus también se ha asociado a una produccion
elevada de IL-1B e IL-6 durante los estadios iniciales de la infeccién [189]. En nuestro modelo de
osteomielitis experimental demostramos que la proteina A participa en la liberacion de dichos
mediadores inflamatorios lo cual, junto a la capacidad de los osteoblastos de liberar estas citoquinas
[192,193] , podria contribuir a aumentar la degradacion del hueso durante la osteomielitis [77—79].

En el modelo utilizado, no se detectd la produccion de IL-10 durante la infeccidn 6sea en
respuesta a S. aureus. Utilizando modelos animales se ha descripto un rol protector de la IL-10 en la
degradacion del hueso observada en distintas enfermedades 6seas [194,195] posiblemente debido a
una inhibicion de la osteoclastogénesis mediada por la disminucion de la expresion del factor nuclear

de células T activadas ( NFAT) o por favorecer la diferenciacién de osteoblastos [196]. En vista de la
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degradacion 6sea que se observa durante la infeccion por S. aureus no resulta sorprendente la
ausencia de produccion de IL-10 en los huesos infectados. Considerando que S. aureus induce la
produccién de IFN-y en otros modelos experimentales [197], se evalué su induccion durante la
infeccién désea no detectandose niveles significativos de produccion. El efecto del INF-y en las
patologias 6seas es controversial. Hay estudios que demuestran que dicha citoquina promueve la
resorcion osea en distintas condiciones patolégicas. Se ha reportado el efecto benéfico de la misma
en el tratamiento de la osteopetrosis a través de la restitucion de la formacion de osteoclastos y
degradacion osea [198]. Otros estudios en cambio han demostrado un rol inhibitorio de dicha
citoquina en la degradacién 6sea mediante un mecanismo que involucra la disminucién del calcio
presente en el suero [199]. Si bien en nuestro modelo experimental no se observé produccion
endogena de IFN-y, se requieren estudios cinéticos para descartar o confirmar la participacién de la
misma en la infeccién 6sea por S. aureus.

En este trabajo se evalu6é el dafo 6seo inducido durante la infeccidn experimental por
S. aureus mediante el analisis de las imagenes obtenidas por micro tomografia computada, una
tecnologia que utiliza imagenes de alta resolucién. Se demostré que la diferenciacion y la activacion
de los osteoclastos observada en los ensayos in vitro y ex vivo en respuesta a la proteina A se
correlacion6 con un aumento de la destruccion del hueso cortical en ratones infectados con S. aureus
que expresa dicha proteina. Nuestros resultados concuerdan con observaciones previas que indican
que la expresidon de sae, un regulador positivo de la proteina A [200], contribuye a la destruccion 6sea
[161]. Asimismo, el ambiente inflamatorio generado en respuesta a la infeccion con S. aureus podria
contribuir a este proceso [76].

Al evaluar la formacion reactiva de hueso demostramos una mayor formacién de hueso nuevo
en ausencia de la proteina A. Esto podria deberse a una mayor deposicion de matriz por parte de los
osteoblastos. Recientemente, y con alta relacién a este trabajo, se ha demostrado que la interaccion
in vitro de la proteina A de S. aureus con TNFR1 expresado en la superficie de osteoblastos
desencadena eventos que debilitarian al hueso durante la osteomielitis. La presencia de S. aureus
inhibe la mineralizacién 6sea por parte de los osteoblastos, disminuye su proliferacion y promueve su
apoptosis lo cual explicaria en parte el dafo éseo observado durante la osteomielitis por este
microorganismo [157]. El efecto deletéreo de la proteina A sobre los osteoblastos permitiria explicar
nuestros resultados que evidencian una mayor formacion reactiva de hueso en ausencia de dicha
proteina. Asimismo, se demostré que la proteina A induce un aumento en la expresién de RANKL por
parte de los osteoblastos [157]. Las evidencias experimentales indican que la patogenia de la
infeccion Osea seria un proceso complejo donde la funcionalidad de los osteoclastos y los

osteoblastos asi como la comunicacion entre ellos estaria afectada. Por lo tanto, resulta evidente que
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modelos experimentales in vivo que permitan recapitular los diferentes procesos que tienen lugar
durante la infeccion son sumamente necesarios para lograr un mejor entendimiento de la patogenia
de la osteomielitis por S. aureus.

Una de las desventajas que ofrecen los modelos murinos que simulan la osteomielitis
originada por contaminacion directa del hueso, es que el tiempo de permanencia de la bacteria en el
tejido 6seo es limitado y por lo tanto no es posible evaluar la patologia de la infeccion a tiempos
prolongados luego del desafio [161]. Se ha descripto un modelo murino de osteomielitis crénica que
permite evaluar la infeccion por periodos prolongados de tiempo. Sin embargo, en dicho modelo la
llegada de la bacteria al hueso tiene lugar por via hematégena [201]. lo cual no seria representativo
de las infecciones asociadas a implantes, las cuales posen la mayor incidencia dentro de las
osteomielitis por S. aureus [2]. Por lo tanto, en este trabajo, a fin de evaluar el rol de la proteina A en
la infeccidn dsea por periodos mas prolongados se utilizé un modelo de osteomielitis experimental en
rata descripto previamente [162,169] que permitié evaluar los cambios histopatologicos las 15
semanas luego del desafio. La falta de congestion y edema asi como la ausencia de un exudado de
neutrdfilos y la escasa formacion de secuestros en los animales desafiados con la mutante que no
expresa proteina A, permitieron demostrar el rol de la proteina A en el dafo histolégico que se
observa durante la progresién de la enfermedad en la osteomielitis por S. aureus.

Ademas, se demostré una mayor depuracion de la cepa que no expresa proteina A lo cual
podria explicarse en parte por la reduccidon de potenciales nichos de persistencia al formarse menos
secuestros. Asimismo, en ausencia de proteina A la eliminaciéon bacteriana podria verse favorecida
dado el reconocido rol de la misma en la evasion de la opsonofagocitosis [104].

En aislamientos clinicos provenientes de pacientes con infeccion crénica, como en el caso de
las osteomielitis secundarias al reemplazo de articulaciones, [148] se han identificado variantes
puntiformes. Nuestros estudios in vivo permitieron evidenciar la formacion de variantes puntiformes a
las 15 semanas luego del desafio lo cual es indicativo de la representatividad del modelo utilizado. La
cuantificacion de las variantes puntiformes en hueso permiti6 demostrar que la menor colonizacion
bacteriana observada en respuesta a la mutante que no expresa proteina A no se debe a una mayor
formacion de variantes puntiformes indicando que en ausencia de expresion de proteina A no se
favorece especificamente dicho cambio fenotipico. Hasta el presente, los mecanismos precisos
mediante los cuales la presencia de S. aureus conduce al dafio 6seo durante la osteomielitis no se
conocen en su totalidad. Los resultados obtenidos en este trabajo junto con hallazgos recientes de
otros investigadores [157] demuestran la capacidad de un mismo factor de virulencia, la proteina A,

de poseer blancos en las dos poblaciones celulares criticas para el metabolismo éseo modulando
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positivamente la actividad de osteoclastos y negativamente la actividad de los osteoblastos [157]
contribuyendo asi a la degradacion dsea caracteristica de la osteomielitis.

El manejo del paciente con osteomielitis en la actualidad es complejo debido a que un gran
porcentaje de casos son refractarios al tratamiento con antibiético. Aun cuando el tratamiento con
antibidtico resulte exitoso, un interrogante permanente para el médico tratante es cuando el hueso se
encuentra realmente libre de microorganismos. En este sentido, es importante considerar que el
tratamiento actual de la osteomielitis no contempla estrategias que permitan disminuir el dafio 6seo y
evitar por lo tanto la formacion de nichos donde la bacteria pueda ocultarse y persistir protegida del
sistema inmune del huésped y de la accién de antibiéticos. El uso combinado de antibidticos y
terapias co-adyuvantes que permitan prevenir el dafio éseo constituiria un avance significativo en el
manejo del paciente con osteomielitis.

Al respecto de las posibles estrategias para prevenir el dafio dseo, diversos estudios han
sugerido la potencialidad de utilizar anticuerpos para el tratamiento de enfermedades éseas de origen
metabdlico. Actualmente la FDA (Administracion de Farmacos y Alimentos de los Estados unidos) y
en argentina el ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica),
ha aprobado el primer agente biolégico para tratar la pérdida ésea originada por la osteoporosis. Se
trata de un anticuerpo humanizado (Denosumab) que se une con alta afinidad a RANKL previniendo
la interaccion de éste con su receptor RANK. Este anticuerpo no sélo se ha utilizado en ensayos
clinicos para el tratamiento de osteoporosis resultando en un aumento de la densidad ésea [202], sino
que recientemente se ha propuesto el tratamiento combinado del anticuerpo junto a la terapia con
bifosfonatos para la pérdida ésea posmenopausica [203]. A pesar que estos agentes podrian
utilizarse en enfermedades donde la destruccion 6sea esta causada por la infeccidon bacteriana, no es
sencillo predecir cuales podrian ser los resultados considerando que los mismos afectan al
metabolismo 6seo en general y el microambiente del hueso en presencia de microorganismos
multiplicandose posee caracteristicas propias. En modelos murinos de artritis por S. aureus el uso de
bifosfonatos, corticosteroides o tratamientos orientados contra RANKL han resultado efectivos para
prevenir la pérdida 6sea [204,205].

Recientemente, en forma paralela al desarrollo de nuestra investigacion, se ha propuesto el
uso de anticuerpos monoclonales anti-glucosaminidasa para el tratamiento de osteomielitis asociada
a protesis causada por S. aureus [206]. Utilizando un modelo murino la administracién del anticuerpo
por via parenteral resultd efectiva para disminuir la severidad de la infeccion medida como la
reduccion de la carga bacteriana en la tibia, la disminucion de la degradacion del hueso acompafiada

de una menor formacion de abscesos, todos parametros importantes en el desarrollo de osteomielitis
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por S. aureus. Debido a la facilidad de la via de administracién del anticuerpo podria representar una
estrategia adecuada para la inmunizacion de pacientes en riesgo.

En este trabajo hemos demostrado que en ausencia de expresion de proteina A disminuye la
respuesta inflamatoria que conduce a la actividad resortiva incrementada de los osteoclastos y a la
degradacién de hueso cortical durante la osteomielitis por S. aureus. Por lo tanto, evaluamos la
potencialidad de utilizar un anticuerpo neutralizante contra la proteina A durante los estadios iniciales
de la infeccién para prevenir la diferenciacion de osteoclastos y la respuesta inflamatoria que conduce
al dafo 6seo. Demostramos por primera vez la potencialidad de neutralizar la proteina A para
bloguear el primado de precursores de osteoclastos durante los estadios iniciales de la infeccién por
S. aureus. Debido a la importancia de la proteina A en la interaccion inicial de la bacteria con el
hospedador, su neutralizacién podria representar un punto de control clave para evitar la degradacion
Osea y el desarrollo de osteomielitis. La terapia con anticuerpos neutralizantes de la proteina A podria
ser implementada en forma preventiva en pacientes que tengan programada una cirugia de
reemplazo articular o por fracturas expuestas. No obstante es necesario aun validar, utilizando
modelos experimentales, la capacidad del anticuerpo contra la proteina A de disminuir efectivamente
el dafno 6seo como consecuencia de la infeccidon. Nuestros resultados indicaron que una Unica
inmunizacion previa al desafio con el anticuerpo neutralizante resultd efectiva para prevenir el
primado de los precursores de osteoclastos. Sin embargo, una unica dosis de anticuerpo no resultd
efectiva para inhibir la produccion de mediadores pro-inflamatorios a los 14 dias luego del desafio.
Los resultados obtenidos utilizando una segunda dosis de anticuerpo parecieron indicar que si se
sostienen los niveles de anticuerpo neutralizante podria inhibirse la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias. En base a los resultados obtenidos consideramos que en futuros experimentos debe
evaluarse la administracién de un numero mayor de dosis de anticuerpo o concentraciones mas
elevadas del mismo para evaluar la potencialidad de la neutralizacién de la proteina A de bloquear la
respuesta inflamatoria en hueso y por lo tanto prevenir el daino 6seo observado durante la
osteomielitis experimental por S. aureus.

La neutralizacién de la proteina A ha sido sugerida previamente para la prevencion de la
formacion de biofilms por S. aureus [150], asi como para prevenir apoptosis de osteoblastos y
desmineralizacién 6sea [157]. Respecto de la neutralizacién de la proteina A en otros modelos de
infeccion, se ha demostrado que la inmunizacién pasiva de ratones con anticuerpos monoclonales
contra una variante de la proteina A (SpAKKAA) fue capaz de reducir la carga bacteriana y la
formacion de abscesos en el riidén en un modelo murino de bacteriemia por S. aureus [207].
Asimismo, se ha demostrado el rol protectivo de una vacuna multi-componente que incluye SpAKKAA

en un modelo de bacteriemia en ratones leucopénicos [208,209]. Estos antecedentes denotan la
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potencialidad del uso de anticuerpos contra la proteina A para prevenir diferentes infecciones por
S. aureus. Nuestros resultados utilizando una mutante SpA- demuestran ademas, la factibilidad de
neutralizar la proteina A sin la consecuente induccién de variantes puntiformes que podrian formarse
ante la presion selectiva de los anticuerpos.

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen un avance en el entendimiento de las
bases moleculares de los mecanismos que desencadenan el dafio 0seo y contribuyen a la
persistencia bacteriana durante la osteomielitis por S. aureus. Considerando el impacto que dicha
enfermedad posee en la salud publica es sumamente necesario contar con estrategias terapéuticas
alternativas a las actuales. En este sentido, el presente trabajo nos permite sugerir que la proteina A
podria ser considerada como un potencial nuevo blanco terapéutico en el disefio de terapias
complementarias a las convencionales para la prevencién y tratamiento de la osteomielitis por

S. aureus.
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6.1. CONCLUSIONES.

1. La proteina A desempefia un rol critico en la osteoclastogénesis inducida por S. aureus como se

demostré mediante ensayos in vitro y modelos experimentales de infeccion ésea in vivo.

2. Laproteina A de S. aureus induce la diferenciacion de osteoclastos a través de la interaccion con
TNFR1 y EGFR. Mientras que ambos receptores participan del proceso de diferenciacion, la

sefalizacién por TNFR1 es determinante para la funcion resortiva.

3. Componentes bacterianos diferentes de la proteina A participan de la osteoclastogénesis
inducida por S. aureus. Sin embargo la proteina A es critica para la diferenciacion de osteoclastos

funcionalmente activos.

4. La proteina A contribuye significativamente al primado de precursores de osteoclastos durante los

estadios iniciales de la infeccién in vivo por S. aureus.

5. Durante el desarrollo de osteomielitis por S. aureus la proteina A desempeiaria un rol
fundamental en la induccion del dafio 6seo y contribuiria ademas a la persistencia de la bacteria

en el hueso.
6. La neutralizacion de la proteina A permite disminuir la activacién de los osteoclastos en etapas

tempranas de la infeccion y podria modular la produccion de mediadores inflamatorios

contribuyendo potencialmente a disminuir el dafio 6seo durante osteomielitis por S. aureus.
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6.2. CONCLUSION GENERAL.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron elucidar algunas de las bases
moleculares de los mecanismos involucrados en el dano 6seo y la persistencia bacteriana durante la
osteomielitis por S. aureus. Considerando la necesidad de tratamientos alternativos para las
infecciones Oseas por este microorganismo, los estudios futuros que deriven de este trabajo
permitiran establecer la factibilidad de considerar a la proteina A como un potencial nuevo blanco

terapéutico.
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