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Efecto del acido salicilico sobre la virulencia de

Staphylococcus aureus y su interaccion con el huésped

S. aureus es una bacteria oportunista capaz de generar
infecciones severas en humanos. Entre los factores de virulencia
mas importantes de S. aureus se encuentran el polisacarido
capsular (PC) y la adhesina Eap, cuya expresion esta controlada por
los reguladores globales sae y mgrA. La expresion de eap es
activada por sae, mientras que el PC es activado por mgrA e
inhibido por sae. El acido salicilico (SAL) altera la expresién de
diversas moléculas en células procariotas y eucariotas. Este trabajo
se propuso estudiar el efecto del SAL sobre la expresién de los
factores de virulencia de S. aureus y coOmo esto afecta la interaccion
de la bacteria con el huésped. Al respecto, el SAL provocd un
aumento en la capacidad de internalizacion de la cepa Newman en
células epiteliales. Esto correlaciond con una expresion disminuida
del PC5 y un aumento de Eap, debido al efecto positivo del SAL
sobre sae y negativo sobre mgrA. Por otra parte, el tratamiento de
las células endoteliales con SAL, asi como también sobre los
ratones generdé una menor adherencia de S. aureus. Ademas, se
determin6 que Eap es esencial para la internalizacién y colonizaciéon
de S. aureus tanto in vitro como in vivo. Estos hallazgos
demuestran que el SAL altera la expresiéon de moléculas de S.
aureus directamente involucradas en la interaccion con el huésped

y por lo tanto la progresion de la infeccidon podria verse afectada.
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Effect of salicylic acid on Staphylococcus aureus virulence

and its interaction with the host

S. aureus is an opportunistic bacterium capable of generating
severe infection in humans. Among the most important virulence
factors of S. aureus are the capsular polysaccharide (CP) and Eap
adhesin, whose expression is modulated by sae and mgrA global
regulators. Expression of eap is activated by sae, while CP is
activated by mgrA and inhibited by sae. Salicylic acid (SAL) alters
the expression of various molecules in prokaryotic and eukaryotic
cells. This work proposed to characterize the effect of SAL on host-
bacteria interaction. In this regard, SAL caused an increased
internalization of strain Newman into epithelial cells. This
observation correlated with a decreased expression of CP and an
increased expression of Eap, which would be caused by a positive
effect of SAL on sae and a negative effect on mgrA. Moreover, the
action of SAL on endothelial cells and mice generated a lower
adherence of S. aureus. Moreover, it was determined that Eap is
essential for internalization and colonization of S. aureus both in
vitro and in vivo. These findings demonstrate that SAL is able to
alter the expression of molecules directly involved in of host - S.
aureus interaction, and therefore the progression of infection would

be affected.

Keywords: Staphylococcus aureus, virulence, salicylic acid,

adhesins, capsular polysaccharide
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1. Staphylococcus aureus
1.1. Generalidades

Staphylococcus aureus es miembro de la familia
Micrococcaceae. Esta bacteria coco Gram positivo se agrupa en
racimos (Fig. 1). Desde el punto de vista bioquimico, los
estafilococos son catalasa positivos, coagulasa positivos, oxidasa

negativos y fermentan el manitol (34).

Figura 1. Staphylococcus aureus. Micrografia tomada por microscopia
electrénica de barrido de colonias de S. aureus (114).

S. aureus es un microorganismo comensal que se aloja
principalmente en las narinas anteriores. Aproximadamente el 20%
de los individuos sanos son colonizados persistentemente con S.
aureus y el 30% son colonizados intermitentemente. La
colonizacion incrementa claramente los riesgos de infeccion (67).
Por otra parte, S. aureus es una bacteria oportunista capaz de
causar infecciones tanto a individuos de la comunidad como a

pacientes hospitalizados. Puede generar infecciones de piel y tejidos
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blandos e infecciones severas como osteomielitis, endocarditis y

bacteriemia (89).

Para establecer la infeccion, S. aureus cuenta con una gran
variedad de factores de virulencia cuya expresion esta modulada

por importantes reguladores globales.

1.2. Patogénesis

La patogénesis de S. aureus es un proceso complejo que
involucra diferentes combinaciones de componentes de superficie y
extracelulares, los cuales son expresados coordinadamente durante
los diferentes estadios del proceso infeccioso. S. aureus expresa
numerosas proteinas de superficie que median la adhesion al tejido
del huésped para iniciar la infeccion. Estas adhesinas unen
moléculas tales como colageno, fibronectina (Fn), fibrinégeno (Fg) y
juegan un rol clave en el inicio de infecciones endovasculares,
osteoarticulares e infecciones asociadas a protesis. Al respecto,
cepas diferentes de S. aureus pueden tener una expresion
diferencial de adhesinas, y por lo tanto podrian causar ciertos tipos

de infecciones caracteristicos (32, 86, 100).

Una vez que S. aureus se adhiere al tejido o a la protesis, es
capaz de crecer y persistir utilizando diferentes estrategias. S.
aureus puede producir biopeliculas, que le permiten evadir la
respuesta inmune y la accion de los antibidticos (25). Ademas es
capaz de invadir y sobrevivir dentro de células epiteliales y
endoteliales, lo cual también le permitiria a la bacteria escapar de
las defensas del huésped (3). Otra estrategia que utiliza S. aureus
es la de formar “variantes de colonia pequeia” (VCP), las cuales
contribuirian a las infecciones recurrentes y persistentes. Las VCP
pueden in vitro evadir el sistema inmune sin causar dafio al

huésped, y pueden luego revertir a una forma mas virulenta (110,
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111). La principal defensa de S. aureus frente a los fagocitos es la
produccion de microcapsula antifagocitica (95). Por otro lado, la
proteina A (SpA) se une a la porcién Fc de las inmunoglobulinas y
como resultado, puede prevenir la opsonizacién (31). Ademas, S.
aureus secreta proteinas inhibidoras de la quimiotaxis (CHIPS) y la
proteina de adhesion extracelular (Eap), las cuales interfieren con la

extravasacion de los neutrofilos al sitio de infecciéon (17).

Durante el proceso infeccioso, S. aureus produce numerosas
enzimas, como proteasas, lipasas y elastasas, que le permiten
invadir y destruir el tejido del huésped y migrar hacia otros sitios.
Esta bacteria también tiene la capacidad de inducir shock séptico, a
través de la interaccion del peptidoglicano, acido lipoteicoico y a-
hemolisina (Hla) con el sistema inmune (77). Ademas, muchas
cepas producen la toxina TSST-1 que actla como superantigeno y
provoca el sindrome del shock toxico (84). Otras cepas sintetizan
toxinas exfoliativas capaces de causar el sindrome de la piel

escaldada o impétigo (104).

La regulacion coordinada de los factores de virulencia de S.
aureus juega un rol central en la patogénesis. La expresion de
adhesinas generalmente ocurre en la fase logaritmica de
crecimiento, mientras que las proteinas secretadas como las
toxinas, son producidas durante la fase estacionaria. En el
transcurso de la infeccion la expresion temprana de las adhesinas
permite la colonizacién inicial de tejidos, mientras que la produccién

tardia de toxinas facilita la diseminacion de la bacteria (9).

1.3. Reguladores

La expresion coordinada de los factores de virulencia de S.
aureus esta directa o indirectamente influida por la accion de

diversos reguladores globales. Existen dos grupos principales de
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reguladores globales en S. aureus: los sistemas regulatorios de dos
componentes y la familia de proteinas homadlogas SarA (19, 83,
92).

Los sistemas regulatorios de dos componentes en procariotas
son sensibles a seflales ambientales y estan constituidos por una
histidin quinasa de membrana sensora Yy una proteina
citoplasmatica reguladora de la respuesta, que una vez activada por
fosforilacion se une a una secuencia especifica del gen blanco (82).
Los sistemas de este tipo caracterizados hasta ahora en S. aureus
incluyen agrCA, saeRS, IytRS, arlRS, SrrAB, YycFG y VraRS (19,
82).

La familia de proteinas SarA y el factor sigB son factores
transcripcionales que se unen directamente a la region promotora
de los genes blanco. La familia SarA se divide en tres subfamilias:
a) estructuras de dominio Unico (SarA, SarR, SarT, SarV y SarX);
b) estructuras de doble dominio (SarS, SarU y SarY); y ©)
estructuras de dominio Unico altamente homodlogas a la familia

MarR (Sarz, MgrA/ Rat) (19).

1.3.1. sae

El sistema de dos componentes sae activa la expresion de una
amplia variedad de factores de virulencia tales como serin proteasa
A (SspA), termonucleasa (Nuc), coagulasa (Coa), Hla, p-hemolisina
(HIb), SpA, Eap, proteina de unién a la matriz extracelular (Emp), y
proteina de union a la fibronectina—A (FnBP-A) probablemente a
través de su interaccion directa con estos genes (9, 37-40). Por el
contrario, la expresién del oper6n cap, que codifica para la
expresion de las proteinas involucradas en la sintesis del

polisacarido capsular (PC), es reprimida por sae (121).
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El locus sae esta compuesto por cuatro marcos de lectura
abiertos, dos de los cuales codifican para un regulador saeR y un
sensor saeS (38). Los otros dos marcos de lectura abiertos (saeP y
saeQ) se localizan rio arriba de saeRS y codifican para proteinas
gue serian importantes para el funcionamiento del operon (94,
121). ElI gen saeP codifica para una lipoproteina y saeQ para una
proteina de membrana (82). Para el locus sae se identificaron
cuatro transcriptos, A, B, Cy D y dos promotores Pay Pc(Fig. 2). El
transcripto A (2,1 Kb) se inicia en el promotor P, y cubre saeR y
saeS. Este transcripto esta presente desde el inicio del crecimiento
bacteriano y disminuye su intensidad durante la fase media
exponencial. Los transcriptos B (2,4 Kb), C (3,1 Kb) y D (0,5 Kb),
se inician desde el promotor Pc y aparecen en la fase media
exponencial. El transcripto C cubre el locus completo y quizas sea
procesado para generar B, que cubre saeQ, saeR y saeS. El
transcripto D, que cubre soOlo saeP, quizds sea un producto del

procesamiento de C o un transcripto de novo (1).

saeP :>—{ saeQ >~1 saeS >
| .

Pa >

Pc ¢ >

D B

Figura 2. Esquema del locus sae. El locus sae estd compuesto por cuatro
genes y se transcribe desde dos promotores, Pn y Pc, generando cuatro
transcriptos (A, B, Cy D).

El promotor Pc es autoinducido por saeR y saeS, mientras que
P,r es reprimido por saeRS. Asi, estos transcriptos se expresan
primero desde el promotor Pa y luego desde el promotor Pc (1). La
activacion del promotor Pc en la fase media exponencial representa
una transicion regulatoria clave dentro del locus sae y depende de

otros determinantes regulatorios tales como agr, sarA y sae mismo.

20



Ademas, el promotor P, es afectado por estimulos ambientales tales
como pH, cloruro de sodio y glucosa o0 concentraciones
subinhibitorias de antibiéticos (94). Cabe destacar que la cepa
Newman de S. aureus presenta una sustitucién de un aminoéacido
en saeS, la cual es parcialmente responsable de su fenotipo, que
incluye la activacion constitutiva de Pc y la hiperproduccion de Coa
y Eap (1, 35, 82).

1.3.2. mgrA

Otro regulador global clave en S. aureus es mgrA (multiple
gene regulator A), homodlogo a la familia de proteinas de resistencia
multiple a antibidticos MarR de E. coli (2). MgrA controla la
expresion de 350 genes, incluyendo los genes que codifican para
varios factores de virulencia (PC, Nuc, Hla, Coa, SspAy SpA), genes
involucrados en la autolisis (lytRS) y otros genes reguladores
globales (agrCA, arlRS, sarS y sarV) (19, 55, 56, 78, 81).
Asimismo, MgrA regula negativamente las bombas de eflujo NorA,
NorB y Tet38, las cuales confieren resistencia a ciertos antibioticos
como la ciprofloxacina (112, 125). Por otra parte, mgrA reprime la
formacion de biopelicula y modula la expresibn de genes
involucrados en la sintesis de pared celular y en el estrés osmotico
(78, 124). MgrA activa la expresion de los genes cap, hla y nuc,
mientras que reprime la expresion de spa, coa y genes autoliticos
(55, 78, 81). Otra caracteristica a destacar en cuanto a este
regulador es que activa la expresion de exoproteinas, mientras que
reprime la expresion de proteinas de superficie. Este modo de
accion es similar a la regulacion ejercida por agr, otro importante
regulador global de S. aureus (92). El mecanismo por el cual agr
regula transcripcionalmente sus genes blanco es aun desconocido.
Luong et al. (78) especularon, basados en el paralelismo entre agr

y mgrA, que mgrA quizas interactue con agr en la regulacion de las
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exoproteinas y proteinas de superficie, ya que mutaciones en mgrA

reprimen a RNAIII, la molécula efectora del sistema agr.

1.4. Factores de virulencia
1.4.1. Polisacarido capsular

El 90% de los aislamientos de S. aureus producen PC. A pesar

de que se han descripto mas de 11 serotipos capsulares, el 80% de

los aislamientos provenientes de humanos expresan los serotipos 5
(PC5) y 8 (PC8) (Fig. 3).

¥ r.
a /A

Figura 3. Micrografias de transmisién electrénica de células de S. aureus
en fase estacionaria . Previo a la fijacion, las bacterias fueron incubadas con
anticuerpos especificos anti-PC5 para estabilizar y visualizar la capsula. Cepa
Reynolds productora de PC5 (izg.); mutante acapsular de S. aureus (der.) (118).

El operon cap5 contiene 16 genes, desde cap5A hasta cap5P
gue se transcriben en la misma orientacién (95). Los genes tipo
especificos estan localizados en la region central del locus e

incluyen los genes cap5H, cap5l, cap5Jy cap5K (Fig. 4).

| Regién comln | Regién PC5-especifica | Regién comun |

[alefe] o Jefefefuf v o [ w|tun]o e |

Figura 4. QOrganizacién del cluster genético cap5 de S. aureus. Se
muestran los genes de la region comuin a los clusters 5 y 8 y la region PC5
especifica.
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El locus cap5 de S. aureus esta bajo el control de una
compleja red regulatoria. La expresion de PC es estimulada por el
sistema agr (21), mgrA (81), el sistema arlRS via mgrA (79), el
factor o® (sigB) (6) y sarA (126). Por el contrario, el sistema sae es
el anico regulador descripto que inhibe la expresién de la capsula
(82, 121). Para la expresion total de PC se requiere una region
repetida invertida de 10 pb localizada “rio arriba” del promotor
principal del operén cap, sugiriendo que un regulador que se une al

ADN estaria involucrado (96).

La expresion de PC5 y PC8 in vitro es muy sensible a las
sefiales ambientales. Las condiciones del medio de cultivo
mostraron influir dramaticamente en la produccion de PC. El
crecimiento de S. aureus en un medio de cultivo solido y bajo
condiciones limitantes de hierro produce un aumento en la sintesis
de PC8 (102, 103). Ademaés, la produccion de capsula in vitro es
inhibida por extracto de levadura, medio alcalino y anaerobiosis,
pero se ve aumentada cuando las bacterias son cultivadas en un

medio suplementado con cloruro de sodio al 5% (95).

El PC cumple un rol esencial para la patogénesis de S. aureus,
ya que impide su opsonizacién con anticuerpos y con proteinas del
complemento y por lo tanto, inhibe la fagocitosis por parte de los
leucocitos polimorfonucleares humanos (95). En cuanto a su rol en
la virulencia, se sabe que la pérdida de capsula facilita la

internalizacién en células endoteliales (101).

1.4.2. Adhesinas

Para iniciar la infeccion, S. aureus debe adherirse a la matriz
extracelular y a las células eucariotas a través de diferentes
proteinas de superficie llamadas “adhesinas”. Muchas de estas

proteinas que se anclan a la pared de S. aureus fueron agrupadas
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bajo la sigla MSCRAMMs por “componentes microbianos de
superficie que reconocen moléculas adhesivas de la matriz’. Entre
ellas se encuentran las proteinas FnBP-A, FNBP-B, SpA, factor de

agrupamiento Ay B (CIfA y CIfB), entre otras (59).

Otro grupo de adhesinas son las designadas SERAMs por
“repertorio expandido de moléculas adhesivas secretables”. Estas
proteinas poseen la capacidad de ser secretadas al medio y luego
volver a unirse a la superficie bacteriana. A este grupo pertenecen
Emp, Coa, proteina de uniéon al fibrinbgeno extarcelular (Efb) y Eap
(91).

1.4.2.1. Eap

Eap es una adhesina multimérica secretada de 62 KDa que
juega un rol clave en el establecimiento de la bacteria para causar
la enfermedad. Esta proteina se compone de 3 dominios diferentes
gue se unen formando tetrameros (47). Hasta el momento, se han
descripto 3 analogos de Eap (50, 65 y 72 KDa) en las cepas Mu50,
FDA574 y Wood 46, respectivamente (36, 57, 61). El 98% de los
aislamientos de S. aureus secretan alguna forma de esta proteina
(11). Eap esta regulada principalmente por sae, ya que se ha
demostrado que una mutante sae no expresa niveles detectables de

esta adhesina (49).

La importancia de Eap en la adherencia de S. aureus a células
eucariotas ha sido demostrada por una disminucion en la
adherencia de una mutante eap a fibroblastos y células epiteliales.
Asimismo, los anticuerpos anti-Eap reducen la internalizacion de S.
aureus (45, 53, 69). Eap tiene un amplio rango de union a
proteinas plasmaticas incluyendo Fn, Fg y protrombina (132).
Debido a su afinidad dual por proteinas plasméticas y por la

superficie bacteriana, cuando Eap es agregada exdégenamente se
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produce un aumento significativo de la adherencia de S. aureus a
fibroblastos y células epiteliales (53, 54, 98). Por otro lado, Eap
posee la habilidad de generar aglutinacién de las bacterias, ya que
esta proteina tiene una fuerte tendencia a formar agregados

multiméricos (54).

Las funciones de Eap cobran alun mas importancia si las
FnBPs estan ausentes, como en el caso de la cepa Newman de S.
aureus, que presenta un codén de terminacion prematuro en los
genes que codifican para FnBP-A y B, generando proteinas
truncadas (43). Ademaés, la proteina Eap es expresada en altos
niveles en la cepa Newman respecto a lo observado para
aislamientos clinicos y otras cepas de S. aureus como la RN6390
(62). Por lo tanto, en la cepa Newman, Eap compensaria

parcialmente la pérdida de union a Fn.

Por otro lado, se han demostrado los potenciales efectos de la
interaccion de Eap con el huésped, que incluyen modulacién de
células T e inhibicién de la extravasacion de leucocitos (16, 74). La
molécula de adhesién intracelular 1 (ICAM-1 o CD54) es expresada
por células endoteliales y actia como receptor para integrinas,
interviniendo en la adhesion firme de los leucocitos al endotelio
(13). Eap interacttua con ICAM-1 sobre las células endoteliales y de
esta manera estaria inhibiendo el reclutamiento de neutroéfilos a la
zona inflamada (16). Es por ello que se ha sugerido que Eap podria
actuar como un factor antiinflamatorio. Sin embargo, otros estudios
revelan que Eap también podria tener un rol proinflamatorio, ya que
su interaccién con ICAM-1 induciria la sintesis de IL-6 y TNF-a
(116).
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1.5. Interaccion de S. aureus con células eucariotas

La adherencia de S. aureus a las células del huésped es el
primer paso de la infeccibn, mientras que su habilidad para
sobrevivir en el ambiente intracelular es clave para la persistencia
de este patégeno. Varios trabajos han demostrado la capacidad de
S. aureus para internalizarse y sobrevivir en células fagociticas no
profesionales (4, 58, 87, 133). Mas alun, recientemente se
estableci6 que S. aureus permanece viable dentro del macrofago
por 4 dias, para luego escapar de las vacuolas intracelulares hacia
el citoplasma y provocar la muerte celular. Los autores postularon
gue esta estrategia podria ser una potencial nueva via de

diseminaciéon de esta bacteria patégena (70).

Las FnBPs son requeridas para el proceso de internalizacion
en células eucariotas (119). Se propuso que la afinidad de la FnBP
por la Fn unida a Bl-integrinas resultaria en la activacion de vias de
sefializacion intracelular en el huésped, lo cual llevaria a la
fagocitosis mediada por actina de la bacteria adherida (50). Sin
embargo, a pesar de que las FnBPs juegan un rol crucial en el
proceso de internalizacion, no son indispensables, ya que S. aureus
es capaz de ser internalizado aun en ausencia de estas proteinas
(10). Mas aun, no se encontrdé correlacion entre el grado de
internalizacién y la cantidad de FnBPs producidas por algunas cepas
de S. aureus (52). Por otra parte, la union de Eap a ICAM-1
facilitaria la adherencia de S. aureus a células endoteliales (16).
Esto indica que el proceso de internalizacion de S. aureus es
complejo y depende también de la presencia de proteinas
secretadas como Eap, ademas de las proteinas covalentemente
unidas a la pared (45, 48, 53).
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2. Acido salicilico

Las drogas antiinflamatorias no esteroideas son utilizadas
ampliamente como agentes analgésicos, antipiréticos vy
antiinflamatorios en el tratamiento de diferentes patologias. Como
ejemplo de estos compuestos se pueden citar a los salicilatos, como
la aspirina; profenos, como el ibuprofeno; &cidos arilalcanoicos,

como el diclofenac; entre otros.

En particular, la aspirina es ingerida regularmente por
millones de individuos en todo el mundo debido a sus conocidas
propiedades analgésicas y también es prescripta con propdsitos
definidos, incluyendo la prevencion de infartos y el tratamiento del
cancer (66, 127). El compuesto activo de la aspirina, el acido
acetilsalicilico (ASA), inhibe la actividad catalitica de las
ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-1 y 2), que son las enzimas
responsables de la sintesis de moléculas proinflamatorias como las
prostaglandinas a partir del acido araquidonico (85). La COX-1 se
expresa constitutivamente en todos los tejidos, pero especialmente
en el rifndn y en el tracto gastrointestinal. Su actividad radica en la
proteccion del epitelio géastrico, de la funcion renal y de la
agregacion plaquetaria. La COX-2, por el contrario, es inducible por
determinados estimulos como algunos mediadores quimicos de la
inflamacion, por lo tanto mantiene los mecanismos inflamatorios y
amplifica las sefiales dolorosas que surgen en las areas inflamadas.
El ASA inhibe mas fuertemente la accién de COX-1 que la de COX-2
(85, 88).

La aspirina tiene una vida media relativamente corta en el
plasma humano (20 min), ya que es rapidamente desacetilada y
convertida a acido salicilico (SAL). Por lo tanto, el SAL seria el
responsable de las acciones antiinflamatorias, anticancerigenas y
antineurodegenerativas de la aspirina. EI SAL no inhibe

directamente a COX-1 y COX-2, ya que no cuenta con el grupo
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acetilo requerido para esta accién. Sin embargo, inhibiria por algun
otro mecanismo aun desconocido la sintesis de prostaglandinas
(134). Estudios recientes han demostrado que el SAL tiene diversas
actividades celulares y moleculares incluyendo el control de la
expresion génica. Al respecto, el SAL inhibe la activaciéon del factor
de transcripcion nuclear xB (NFkB) y de c-Jun (reguladores de la
expresion de genes proinflamatorios y de genes involucrados en
otros procesos celulares como crecimiento, diferenciacion vy
apoptosis) a concentraciones suprafarmacologicas (0,01 — 5 mM),
mientras que a concentraciones farmacolégicas (mayor a 5 mM)
suprime la transcripcion de COX-2 inducible (24, 68). Por otro lado,
la expresion de ICAM-1 es inducida por la estimulacion de
receptores celulares por parte de mediadores inflamatorios,
incluyendo lipopolisacarido y citoquinas y es regulada por NF-«xB
(14, 120). Al respecto, células endoteliales de vena de corddn
umbilical humano (HUVEC) estimuladas con LPS y tratadas con
salicilato de sodio a distintas concentraciones (entre 2 y 20 mM)

presentaron una expresion disminuida de NF-xB y de ICAM-1 (136).

El SAL, ademas de afectar a las células eucariotas, también es
capaz de ejercer su acciéon sobre bacterias. En cuanto al rol de este
compuesto en la virulencia bacteriana, se demostré que el SAL
afectd6 la fisiologia de Pseudomonas aeruginosa y atenud su
virulencia modificando la expresion de 331 genes (109). Por otro
lado, la conformacion en biopelicula de la cepa 8325 de S. aureusy
su adherencia a la raiz de Arabidopsis thaliana fue disminuida por
bajas concentraciones de SAL (108). Asimismo, un estudio
realizado utilizando un modelo de endocarditis en conejo demostré
que el tratamiento con SAL disminuyo6 la expresion de Hla y FnBP
en S. aureus (72, 73). Riordan et al. (112) observaron un fenotipo
menos adherente luego del tratamiento de S. aureus con SAL
resultando en la atenuacion de la virulencia. Ademas, el crecimiento

en presencia de SAL de Klebsiella pneumoniae produjo una sintesis
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disminuida de su gruesa capsula (22, 23). También se demostro
gue los efectos del SAL incluyen la activacion del operon sigB, el
cual posee un rol importante en la modulacion de la expresion de
reguladores globales de S. aureus (72, 97). Asimismo, el
crecimiento de S. aureus en presencia de SAL redujo la

susceptibilidad a multiples antibioticos (44, 105-107).

El conjunto de observaciones respecto del componente activo
de la aspirina y las modificaciones que éste provoca en la virulencia
bacteriana abre nuevos interrogantes sobre este farmaco

ampliamente utilizado y conocido desde hace mas de 100 afios.
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Hipotesis

S. aureus coloniza asintoméaticamente las narinas de humanos
pero también es capaz de causar simples infecciones en la piel a
severas infecciones que pueden llevar a la muerte. Para generar
estas enfermedades S. aureus debe adaptarse a los diferentes
ambientes del huésped. Es por ello que este patdégeno expresa
diferencialmente sus factores de virulencia de acuerdo a la accion de
los sistemas que los regulan. Por cierto, la produccion de los factores
de virulencia secretados, adhesinas y PC puede ser modificada por
diversos estimulos ambientales que actian como sefiales de los
sistemas regulatorios de S. aureus. En particular, el SAL es
ampliamente utilizado en el mundo bajo la forma de aspirina. Este
compuesto modifica la expresion de diversas moléculas en las células

eucariotas, asi como también en algunos patdégenos bacterianos.

Por lo tanto, este trabajo postula que el SAL al actuar como
una sefial ambiental podria ejercer su efecto sobre la expresiéon de
los factores de virulencia necesarios para la colonizacion e
internalizacién celular de S. aureus, asi como también sobre los
sistemas regulatorios que los controlan. Ademas, el SAL induciria
cambios en el huésped que afectarian su interacciébn con este
patégeno. De este modo el curso de la infeccibn podria verse
alterado en aquellos pacientes infectados con S. aureus que

ingieren aspirina regularmente.

Objetivo general

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue
caracterizar el efecto del SAL sobre la internalizacién celular y

colonizacion de S. aureus, asi como también estudiar los cambios
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inducidos por el SAL en el huésped y en este patdégeno que

modifican la interaccién entre ambos.

Objetivos especificos

) Investigar el efecto del SAL sobre la capacidad de internalizacion

de S. aureus en células epiteliales.

1) Evaluar el impacto del SAL sobre la expresiéon transcripcional y

fenotipica de PC5 e investigar su efecto biolégico.

I11) Estudiar si el SAL afecta la expresion de proteinas en S. aureus.

V) Determinar los cambios inducidos por el SAL sobre la expresion
de Eap a nivel transcripcional y fenotipico e investigar su efecto

bioldgico.

V) Evaluar la accion del SAL sobre los reguladores globales sae y

mgrA.

V1) Investigar si mgrA tiene alguna accion regulatoria sobre Eap.

VIl) Estudiar los efectos del SAL sobre las células endoteliales
determinando la capacidad de internalizacion bacteriana, asi como

también la expresion de TNF-ay de ICAM-1.

VII1) Establecer la accion del SAL en la colonizacién de S. aureus in

Vivo.
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1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas usadas en este trabajo se listan en la
tabla 1. Todas las cepas se conservaron a -20°C en caldo tripteina
de soja (TSB) (Difco) con 20% de glicerol. S. aureus se cultivé a
37°C, 200 rpm por 18 h en caldo CYGP (casaminoéacidos 10 g/litro,
extracto de levadura 10 g/litro, glucosa 5 g/litro, NaCl 5.9 g/litro y
glicerofosfato 60 mM) sin glucosa (CYGP,) (93). Se adicionaron
0.36 MM o0 2 mM de SAL al medio de cultivo cuando fue necesario.
La cepa AH12pCXEap se cultivé en LB y luego de 2 h de incubacién
se adicion6 xilosa a una concentracién final de 0,5% (v/v) para
inducir la expresion del plasmido. Para los experimentos de invasion
celular, se precipitaron las bacterias por centrifugacion, se lavaron
con solucion fisiologica estéril y se suspendieron en medio de

invasion a una densidad igual a 10’ UFC/ml.

2. Animales

Los experimentos in vivo se llevaron a cabo utilizando ratones
machos exocriados de la cepa CF-1 de 6 a 8 semanas de edad. Los
animales fueron provistos por el bioterio del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Aires. Los ratones se mantuvieron durante los experimentos en
condiciones estandar con una dieta de mantenimiento (Alimento
Balanceado Cooperacién) y agua corriente acidificada con HCI de
acuerdo a las normas para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio. Los animales se sacrificaron por asfixia con CO..

3. Cultivo celular
3.1. Células epiteliales

Se utilizo la linea establecida de células epiteliales de glandula

mamaria bovina MAC-T (gentilmente cedida por Nicolas Léeme,

32



Nexia Biotechnologies Inc.). El medio empleado para su crecimiento
fue DMEM (Dulbeco” s Modified Eagle” s Medium) (GIBCO) con 10%
de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO) inactivado por calor, 5 pg/ml
de insulina, 1 pg/ml de hidrocortisona (Sigma), 44 mM de NaHCOs;,
100 U/ml de gentamicina y 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina.
Antes de cada experimento, se sembraron 1.5x10° células/pocillo
en placas de cultivo de 24 o 48 pocillos y se crecieron durante 24 h
a 37°C con 5% de CO, (12).

3.2. Células endoteliales

Se utilizo la linea establecida de células endoteliales humanas
EA.hy926. Esta linea celular es un hibridoma inmortalizado de
células HUVEC y la linea celular A549 (27). Se cultivaron en medio
DMEM con 10% de SFB inactivado por calor, 100 U/ml de
gentamicina, 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina 'y 100 U/ml de
penicilina. Las células se incubaron durante 48 h en placas de 24
pocillos a 37°C con 5% de CO..

4. Ensayo de invasion

Las monocapas de células epiteliales o endoteliales crecidas
en confluencia se incubaron o no con SAL 2 mM (Sigma) durante 2
h previamente a la infeccion. Posteriormente, las células se lavaron
con buffer salino de fosfato (PBS) (GIBCO) y se suspendieron en
medio DMEM fresco. Luego, las monocapas celulares se infectaron
con una suspension de S. aureus (moi=40) que contenia o no SAL
2mM. Transcurrida 1 h de incubacion a 37°C con 5% CO,, se
realizaron 4 lavados con PBS para descartar la bacteria extracelular
no adherida y se agreg6 a cada pocillo medio DMEM con 25 pg/ml
de lisostafin (Sigma) conteniendo o no SAL 2 mM. Luego de la

incubacién a 37°C con 5% CO,, se descartaron a diferentes tiempos
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los sobrenadantes de los pocillos o se congelaron a -70°C y se
lavaron las monocapas con PBS. Las células se trataron con 100 pl
de tripsina 0.25%-EDTA 0.1% (GIBCO) durante 5 min a 37°C y se
lisaron por el agregado de 900 ul de Tritén X-100 0.025% en agua
destilada. Los lisados celulares se diluyeron serialmente y se
sembraron en placas de agar tripteina de soja (TSA) para

cuantificar la bacteria intracelular viable (12).

5. ELI SA para detectar TNF- a

Se utilizoé el equipo comercial BD OptEIA Il (BD Biosciences) y
se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
adicionaron 100 pl de muestra o solucion estandar de TNF-a a una
placa de 96 pocillos revestida con anticuerpos monoclonales anti-
TNF-a humano. Se incubaron las placas a temperatura ambiente
por 2 h. Se realizaron 5 lavados con la soluciéon correspondiente y
se agregaron 100 ul de la solucién de anticuerpo monoclonal
biotinilado anti-TNF-a humano y peroxidasa conjugada a
estreptavidina. Luego de 1 h de incubacibn a temperatura
ambiente, se realizaron 7 lavados. Posteriormente, se adicionaron
100 ul de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) y las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. Luego, se
agregaron 50 ul de la solucién comercial para detener la reaccion y
se leyo la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA (Termo
electron, Multiskan ex). La concentracion de TNF-a se calculd
comparando los valores de absorbancia obtenidos con la curva

estandar.



Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados.

Cepal/ Descripcion Fuente
| plasmido
Cepas
Newman Aislamiento clinico (ATCC 25904); PC5+ (26)
Newmansae Mutante sae por transduccién (saeS::ermB) Este trabajo
RN6390 Cepa de laboratorio relacionada a 8325-4 (71)
RN6390sae Mutante sae por transduccion (saeS::ermB) (121)
JL278 Cepa Reynolds; PC5+ (131)
JL801 Mutante isogénica de Reynolds (PC5+) que no | (131)
expresa PC5
AH12 Mutante eap de la cepa Newman (eap::ermQC) (53)
AH12pCXEap AH12 complementada con pCXEap (53)
ALC2547 Mutante mgrA de la cepa Newman | (55)
(mgrA::ermQC)
ALC4483 Mutante sae por delecidon de la cepa Newman (75)
ALC4241 Newman con pALC2335 Este trabajo
ALC1842 Newman con pALC1766 (126)
ALC5163 Newman con pALC4991 (75)
ALC6141 Newman con pALC2566 (55)
ALC3257 Newman con pALC1484 (83)
R11 Newman con plasmido conteniendo FnBP | Dr. Massey
salvaje
RO Newman con plasmido conteniendo FnBP | Dr. Massey
defectuosa
Rlleap Mutante eap de R11 Dr. Massey
Plasmidos
pALC1484 Derivado de pSK236 que contiene el gen gfpu.r | (83)
sin promotor precedido por un sitio de union al
ribosoma de S. aureus
pALC2335 Derivado de pALC1484 que contiene el | Dr. Cheung
promotor del gen eap rio arriba del gen gfpuu
pALC1766 Derivado de pALC1484 que contiene el | (126)
promotor principal del gen cap5 rio arriba del
gen gfpuvr
pALC4991 Derivado de pALC1484 que contiene el | (75)
promotor sae P. rio arriba del gen gfpyy:
pALC2566 Derivado de pALC1484 que contiene el | (56)
promotor mgrA rio arriba del gen gfpuy:
pCXEap Plasmido  pCX19 inducible  por  xilosa | (53)
conteniendo el gen eap

6. Deteccion de | CAM-1 por citometria de flujo

Las células EA.Hy926 se incubaron con las cepas bacterianas
respectivas y se trataron con SAL 2 mM segun lo descripto en el
punto 4 de Materiales y Métodos. Para el control positivo de
estimulacion de la expresion de ICAM-1 las células se incubaron con 1

ug/ml de LPS de la cepa de E. coli 0111:B4. La expresion de ICAM-1
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se detecté a las 6 h post infeccion. Brevemente, las células se
trataron con tripsina 0,25%-EDTA 0,02% vy se incubaron a 4°C con
una dilucion 1/400 del anticuerpo anti-CD54 humano conjugado a
peroxidasa (clon HA58, BD Pharmingen) durante 20 min en
oscuridad. A fin de detectar la unién no especifica, el anticuerpo anti-
CD54 se reemplazé por una concentracion equivalente de 19gG;
inespecifica. Luego, las células se lavaron con PBS, se fijaron con
paraformaldehido 1% durante 15 min a 4°C y se analizaron en un
citometro de flujo (citofluorometro FACScan, programa FCS Express
V3). El citbmetro se calibr6 para examinar 10000 células por
experimento. Los umbrales para calcular el porcentaje de células

positivas se determind mediante el uso de controles de isotipo.

7. Microscopia de fluorescencia

Las células MAC-T se crecieron sobre cubreobjetos. Luego, se
infectaron con la cepa ALC4241 de S. aureus (moi:30) y se
incubaron durante 1 h a 37°C en atmdsfera con 5% de CO,. Luego
de la infeccion, las monocapas se lavaron con PBS 1X y se trataron
con lisostafin 25 pug/ml durante 1 h. Los cubreobjetos se lavaron
con PBS 1X y se tifileron con los colorantes fluorescentes azul de
Evans y 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) que tifien el citoplasma
de rojo y el ADN doble cadena de azul, respectivamente (Merck).
Los cubreobjetos se visualizaron bajo un microscopio de

fluorescencia (Nikon, Eclipse 600).

8. Extraccion de ADN plasmidico

La extraccibn de ADN plasmidico se realizé utilizando el
equipo comercial QlAprep Miniprep (QIAGEN) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, previo tratamiento de la bacteria con

lisozima (10 mg/ml) (Sigma) y lisostafin (5 mg/ml). Los productos
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de la extracciéon se cuantificaron por electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% en buffer TBE 1X (Tris-Borato EDTA) por
comparacion con un marcador de peso molecular y concentracion

(Precision Mass) (Bio-Rad).

9. Preparacion de células competentes

Se realiz6 un cultivo en 3 ml de caldo LB a partir de una
colonia aislada de S. aureus y se incub6 durante 18 h a 37°Cy 200
rom en un incubador orbital. Luego, se realizdé una dilucién 1/10 del
cultivo en caldo LB y se incub6 a 37°C con agitaciéon hasta DOgso:
0,5. El cultivo se coloco en hielo durante 15 min para detener el
crecimiento bacteriano. Se cosecharon las células por centrifugacion
a 4°C, 12000 rpm, 15 min y se realizaron 3 lavados con agua
destilada estéril y un lavado con glicerol al 10%. El precipitado asi
obtenido se suspendiéo en 15 ml de glicerol al 10% y se incubé a
temperatura ambiente durante 15 min. Las células se centrifugaron,
se suspendieron en glicerol al 10%, se alicuotaron y se conservaron

a-70°C.

10. Electroporacion de cepas bacterianas

Las células competentes de la cepa Newman de S. aureus se
incub6 con el plasmido a incorporar (pALC2335) (Tabla 1) durante
20 min a temperatura ambiente y luego 10 min en hielo. La
electroporacion se realizé a 2,3 Kv; 100 Ohms; 25uF e
inmediatamente se agregaron 900 ul de caldo TSB. Luego de
incubar las bacterias electroporadas durante 1 h a 37°C en bafo de
agua, se sembraron en placas de TSA con 10 ug/ml de

cloramfenicol (Cm).
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11. Transduccion de cepas bacterianas

Se indujo el ciclo litico del fago ¢-11 liségeno de la cepa de S.
aureus 8325-4 utilizando 1 pg/ml de mitomicina C. Las
transducciones se realizaron en medio solido conteniendo Cl,Ca a
una moi entre 0,5 y 1. El lisado obtenido a partir de la cepa
RN6390sae (Tabla 1) se utilizé para infectar la cepa Newman de S.
aureus. Las cepas transductantes asi obtenidas se seleccionaron en

medio TSA con 10 ug/ml de eritromicina (Em).

12. Estudios de fusion transcripcional

Se realizaron diluciones 1/100 de los cultivos de S. aureus y
se incubaron a 37°C con agitacion en caldo CYGP,, con el agregado
de 50 pg/ml (0,36 mM) de SAL cuando fue necesario. Se
transfirieron las alicuotas tomadas a cada hora a microplacas de 96
pocillos y se midieron la densidad 6ptica (DOsso) y la fluorescencia
(Fsss5/516) durante 9 h en un fluorémetro FL600 (BioTek
Instruments). La actividad de los promotores se grafico como la
media de la relacibn F/DO para minimizar las variaciones por
cambios en la densidad dptica entre experimentos. Se utilizaron los

valores medios de tres lecturas para realizar la estadistica.

13. Extraccion de ARN

El ARN bacteriano se extrajo utilizando Trizol (Gibco BRL) y
esferas de silica de 0.1 mm de diametro en un agitador de alta
velocidad (Biospec) de acuerdo con las instrucciones del fabricante
a partir de cultivos en DOgs0:1,3. El &cido nucleico extraido se trato
con ADNasa usando el equipo comercial TURBO DNAfreeTM
(Ambion) siguiendo el protocolo del fabricante. La cuantificacion del
ARN extraido se realizé espectrofotométricamente mediante lectura

de la absorbancia a 260 nm.
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14. Reaccibn en cadena de la polimerasa de

transcripcidon reversa en tiempo real (qRT-PCR)

La sintesis del ADNc se realiz6 con el equipo comercial
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche) utilizando
cebadores al azar. La PCR en tiempo real se llevo a cabo usando los
equipos LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche) y
los siguientes pares de cebadores: cap5H-f 5" -CCA GTG AAT TGT
TTG CAA CG-3"; cap5H-r 5" -CAT TTT CCC AAT AAA TGT TGA AAG-
3" ; mgrA-f 5'-GGG ATG AAT CTC CTG TAA AC-3'; mgrA-r 5'-GCT
GAA GCG ACT TTG TCA GA-3'; saeRS-f 5" -ATG CTA ATA CCG TGA
ATG TCC A-3"; saeRS-r 5" -TGG CCG TTA AAC CAC ATT AAA-3°
(amplifican los transcriptos sae de 3,1; 2,4; y 2,0 Kb); gyrB-f 5" -
GGT GCT GGG CAA ATA CAA GT-37; y gyrB-r 5" -TGG GAT ACC ACG
TCC GTT AT-3". La sintesis del transcripto gyrB se utilizé6 como
calibrador y como control interno para normalizar los datos. Las
condiciones de ciclado fueron 95°C por 10 min seguidos por 45
ciclos de 95°C por 10 s, 55°C por 10 sy 72°C por 15 s, y 1 ciclo de
40°C por 30 s. El niumero de copias de cada muestra se determiné
con el programa LightCycler. Se establecié el analisis con unidades
arbitrarias tomando como 1 al nivel de transcriptos de la cepa sin
tratar normalizada al transcripto gyrB. Ademas, se realiz6 el analisis
segun Lyvak et al. (76) en el cual, el valor -AACt representa la
diferencia del ciclo umbral (Cy) entre el blanco y el control (gyrB)
tratados con SAL menos la diferencia en Cr entre el gen blanco y

control no tratados.

15. RT-PCR

El ADNc se sintetizO como se describié previamente. A partir
del ADNc se realizé una RT-PCR utilizando los siguientes cebadores
especificos: eap-f 5-TAG AGG TAT CGG GGA ACG TG-3’; eap-r 5’
TTG GTG TTG ATG TGC CAT TT-3’; gyrB-f 5" -GGT GCT GGG CAA
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ATA CAA GT-3"; y gyrB-r 5" -TGG GAT ACC ACG TCC GTT AT-3".
Las condiciones de ciclado fueron: 94°C por 5 min seguido de 20
ciclos de 94°C por 30 s, 58°C por 30 sy 72°C por 30 s, y 1 ciclo de
72°C por 7 min. Los transcriptos amplificados se visualizaron a

través de electroforesis en geles de agarosa tefiidos con BrEt.

16. Preparacion de extracto s de antigenos capsulares

S. aureus se cultivé por 24 h a 37°C en agar Columbia (Difco)
suplementado con 2% de NaCl para favorecer la produccion de PCy
conteniendo 0.36 o 2mM de SAL cuando fue necesario. Los
controles se cultivaron en el mismo medio, pero sin el agregado de
SAL. Se cosecharon todas las colonias de una placa en 1 ml de PBS
10 mM (NaCl 0.15 M, pH 7.2) y las suspensiones bacterianas se
autoclavaron por 1 h a 121°C. Las bacterias se precipitaron por
centrifugacion a 10000 x g y los sobrenadantes se filtraron con
filtros de 0,45 nm. Los extractos capsulares se conservaron a -
20°C. Las cepas Reynolds PC5+ y PC- se utilizaron como controles

positivo y negativo de expresion capsular, respectivamente (123).

17. Expresion de PC po r inmunoprecipitacion

Sobre un portaobjetos se prepar6é un gel delgado de agarosa
al 1% y se realizaron ocho orificios circulares alrededor de un
orificio central. En el orificio central se adicionaron 30 ul de
antisuero capsular tipo 5 absorbido y sobre los demas orificios se
agregaron 30 ul de diluciones seriadas al medio de los extractos
bacterianos, incluyendo los controles positivo y negativo (65). El
portaobjetos se colocé en una camara humeda a temperatura
ambiente para permitir la inmunodifusion de los antigenos

capsulares y del antisuero. Luego de 24 h las lineas de precipitacion
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se fijaron por sucesivos lavados con NaCl 0,3 y 0,15 M y se

visualizaron mediante tincion con azul de Coomassie.

18. Extraccion de proteina s de pared con lisostafin

Un cultivo de 30 ml de S. aureus incubado durante 20 h en
CYGP, se centrifugé 15 min a 3600 x g. El sobrenadante se
reserv0 para preparar las exoproteinas (ver punto 19). EI
precipitado se suspendié en 0,6 ml de buffer de digestidén (sacarosa
30% en 0,05 M Tris pH 7.5 con NaCl 0.145 M) conteniendo 100 nug
de lisostafin. La solucion de sacarosa se utilizO como medio
hipertonico para estabilizar los protoplastos que se formaron
durante la digestion con lisostafin. Se adiciond fenilmetilsulfonil
fluorado (PMSF) 1mM para controlar la actividad proteolitica de las
enzimas liberadas durante la lisis celular. La mezcla celular se
incubo durante 1 h a 37°C con rotacién a 24 rpm. Los protoplastos
se removieron por centrifugacion a 8000 x g por 10 min, y el
sobrenadante se volvio a centrifugar en las mismas condiciones. El
sobrenadante conteniendo los antigenos de pared celular se

alicuotd y se conservo a -70°C (20).

19. Preparacion de exoproteinas

Las exoproteinas contenidas en el sobrenadante por
centrifugacion en el punto 18, se precipitaron adicionando 3 ml de
acido tricloroacético al 100% (Sigma). Luego de la incubacion
durante 18 h a 4°C, el precipitado se centrifugé 70 min a 8500 x g
y a 4°C. Finalmente se efectuaron tres lavados con etanol helado al
70%. Las proteinas se secaron al aire durante 30 min. Los extractos
se disolvieron en 0,5 ml de Tris 0,1 M conteniendo PMSF 2mM vy las

alicuotas se conservaron a -70°C (5).
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20. Solubilizacion de proteinas de superficie

Se cultivaron las bacterias en CYGP, a 37°C, 200 rpm hasta
DOe¢00:1,3 y se centrifugaron 5 min a 6000 x g. El precipitado se
suspendié en 0,5 ml de duodecil sulfato de sodio (SDS) 2%
(Sigma), se calent6 a 95°C por 5 min, y se centrifugd durante 5
min a 10000 x g. El sobrenadante se alicuoté y se conservo a -70°C
(53).

21. Electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecil

sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Todas las muestras proteicas se separaron en un gel de
poliacrilamida al 12%. El gel separador al 12% se compuso de 4 ml
de acrilamida 30% / bisacrilamida 8% ; 2,5 ml de Tris HCI 1,5 M pH
8,8; 3,3 ml de agua destilada; 0,1 ml de SDS 10%; 0,1 ml de
persulfato de amonio 10%; 4 ul de tetrametiletilendiamina
(TEMED). EI gel concentrador al 4% se compuso de 1,3 ml de
acrilamida 30% / bisacrilamida 8%; 2,5 ml de Tris HCI 0,5 M pH
6,8; 6,1 ml de agua destilada; 0,1 ml de SDS 10%; 50 ul de
persulfato de amonio 10%; 10 ul de TEMED. Las muestras se
suspendieron en buffer de Laemmli 5X (SDS 10%; glicerol 50%;
azul de bromofenol 0,3%; Tris-HClI 50mM; B-mercaptoetanol 5%),
se hirvieron durante 3 min y se sembraron en los pocillos del gel. El
gel se sumergié en buffer de corrida 1X y se corrié a 40V durante
30 min y a 110V por 2 h. Luego, los geles se tifiieron con azul de
Coomassie 0,25% durante 15 min y se decoloraron con 3 cambios
de solucion de destincion (metanol 30%, acido acético 10% y agua
destilada 60%).
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22. Modelo murino de colonizacién nasal

Grupos de 10 ratones machos se inocularon con 150 ul de
SAL 100 mM o con PBS 1X por via intraperitoneal. Luego de 30 min,
ambos grupos de ratones se inocularon por via intranasal (ina) con
10 pl de una suspensién bacteriana de 1x10’ UFC en solucién
fisiologica. A las 4 h los ratones se sacrificaron, las narinas se
extirparon y se realizaron homogenatos en 400 ul de TSB. Alicuotas
de las muestras asi obtenidas se sembraron en placas de TSA para
determinar el numero de UFC/ml. Luego de 24 h a 37°C se

contaron las colonias.

23. Analisis estadistico

Los datos no paramétricos se analizaron con el test Mann-
Whitney utilizando el programa GraphPad (PRISM, version 4.0). Se
consideraron significativos los valores de P menores a 0,05. Los
datos provenientes de los ensayos de ELISA se analizaron con el
test Kruskal-Wallis. Los datos provenientes de las gRT-PCR se

analizaron segun lo propuesto por Livak et al (76).

43



1. Efecto del SAL sobre la capacidad de internaliza cion

de S. aureus en células epiteliales

Trabajos previos demostraron una disminucién en la
capacidad de adherencia de S. aureus a células endoteliales cuando
las bacterias fueron expuestas al SAL (7, 72). A fin de determinar el
efecto del SAL sobre la internalizacion de S. aureus se utilizé la
linea establecida de células epiteliales MAC-T. Los ensayos de
invasion se llevaron a cabo utilizando dos cepas de laboratorio con
bagajes genéticos diferentes, la cepa Newman y la cepa RN6390.
En base a lo reportado por otros autores se utilizd una
concentraciéon de SAL (0,36 mM), que representa los niveles
alcanzados en suero humano luego de la ingestion de aspirina en
bajas dosis (72, 90, 99). En experimentos preliminares se
determiné que la concentracion de SAL utilizada no afectd el

crecimiento de S. aureus.
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Figura 1. Efecto del SAL sobre la internalizacién de S. aureus. Se infecté
una monocapa de células MAC-T en confluencia con los in6culos bacterianos
previamente tratados o no con SAL. Cada barra representa la mediana de las
UFC/ml internalizadas de un experimento representativo de al menos 3
experimentos independientes. Newman: 8,5x10% vs Newmanga.: 1,1x10° UFC/ml,
*p<0,01; Newman vs RN6390, *p<0,01, Mann-Whitney test.

Para realizar los ensayos de invasion las monocapas celulares
se infectaron con una suspension de S. aureus previamente tratada

0 no con SAL. Transcurrida 1 h de incubaciéon a 37°C en atmodsfera



de 5% de CO,, se agrego lisostafin para eliminar a las bacterias no
adheridas. Luego de 2 h de incubacion, las células se lisaron y se
realizaron los recuentos del numero de bacterias intracelulares. En
la figura 1 se observa que el tratamiento con SAL produjo un
incremento significativo en la internalizacion de la cepa Newman.
Sin embargo, el tratamiento con SAL no afect6 la capacidad de
invasion celular de la cepa RN6390. En concordancia con lo
reportado por Pohlmann-Dietze et al. (101) en células endoteliales,
la cepa RN6390 se internalizO en mayor medida que la cepa
Newman en células MAC-T. Cabe destacar que la cepa Newman
expresa PC5, mientras que la cepa RN6390 no expresa PC debido a
gue posee una mutacién puntual en el gen esencial capE5 (130).
Por lo tanto, el efecto del SAL sobre la capacidad de internalizacion

de S. aureus podria ser dependiente de la cepa.

2. Rol de la capsula en la internalizaciéon

Otros autores observaron que la ausencia de capsula genera
una capacidad de adhesion aumentada de S. aureus a las células
endoteliales (101). Al respecto, se establecié que la cepa Newman
(PC5+) se internaliz6 en menor medida que la cepa RN6390 (PC5-)
(Fig. 1). La diferencia hallada, sin embargo, no puede ser atribuida
s6lo a la presencia o no de PC, ya que ambas cepas poseen bagajes
genéticos diferentes. Ademas, los resultados obtenidos en la figura
1 sugieren que el SAL podria estar afectando la produccion de PCy
de esta forma modificar la capacidad de invasién de S. aureus.
Consecuentemente, se realizaron ensayos de invasion utilizando la
cepa Reynolds (PC5+) y su mutante isogénica acapsular (PC5-) en
presencia o no de SAL, a fin de determinar el efecto de este
compuesto sobre la internalizacion de cepas capsuladas. Los
resultados demostraron que la cepa Reynolds capsulada posee una

menor capacidad de internalizacion comparada con la mutante PC5-
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(Fig. 2). Mas aun, la cepa Reynolds PC5+ tratada con SAL mostré
una capacidad de internalizacion significativamente mayor respecto
de la no tratada. Cabe destacar que no se observaron diferencias
significativas entre el grado de invasion de la cepa PC5+ tratada

con SAL y su mutante acapsular no tratada (Fig. 2).

=
o
g

S. aureus internalizadas (%)

50+
0
PC5- PC5+ PC5+
SAL
Figura 2. Efecto del SAL sobre la invasion de cepas Reynolds de S.

aureus. Monocapas de células MAC-T se infectaron con los inéculos bacterianos
previamente tratados o no con SAL. Se muestra el porcentaje de internalizacion
de S. aureus relativo a la cepa PC5- de un experimento representativo de al
menos 3 experimentos independientes. Cepas Reynolds, PC5+: 16,3% vs
PC5+sa: 79%, **p<0,01; PC5-: 100% vs PC5+: 16,3%, *p<0,01; Mann-
Whitney test.

Estos resultados indican que las cepas capsuladas de S.
aureus tratadas con SAL exhiben una capacidad incrementada para
invadir células epiteliales MAC-T, probablemente debido a la

expresiéon disminuida del PC.

3. Efecto del SAL sobre la expresiéon del polisacari do

capsular serotipo 5

Con el fin de confirmar un descenso en la produccién de PC5
provocado por la accion del SAL, se realizaron ensayos de actividad
transcripcional. Estudios previos mostraron que la expresion del
operébn cap esta manejada principalmente por el promotor

localizado al principio del operédn (96, 115).
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Figura 3. Actividad del promotor cap bajo la accién del SAL . A. La actividad
del promotor se determiné por fusion con gfp y medicién de la fluorescencia en
relacién con la densidad 6ptica (Fsos/516/ DOgoo) €n funcién del tiempo. Se muestra
un experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes.
Control: cepa Newman transformada con pldsmido pALC1484 conteniendo el gen
gfp sin promotor. Tiempo 6h, Newman: 43887 F/DO vs Newmansa : 18461 F/ DO,
*p<0,0001; Mann-Whitney test. B. Crecimiento bacteriano (DOggp) €n funcion del
tiempo.

Por lo tanto, la expresion del promotor cap5 fue monitoreada
con la fusion del promotor prinicipal cap5 al gen gfp midiendo la
emision de fluorescencia. Inicialmente, la cepa Newman
transformada con el pladsmido que contiene la fusion Pcap-gfp
(Tabla 1) se incub6 en presencia o ausencia de SAL. A cada hora se

tomaron alicuotas del cultivo y se midieron la Fsgs/516 para detectar
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la fluorescencia emitida por la gfp y la DOgpo para medir el
crecimiento bacteriano. Los resultados obtenidos se analizaron
graficando Fusgs/516/ DOsop @ fin de independizarse de las diferencias

en el crecimiento bacteriano que pudieran presentar las cepas.

Los valores de DOgoo demuestran que el tratamiento de la
cepa Newman con SAL no afecté su crecimiento (Fig. 3B). En la
figura 3A se observa que el promotor del cluster cap fue influido

negativamente por el SAL a lo largo del tiempo.

Por otro lado, se realizé una qRT-PCR con el fin de determinar
los niveles del transcripto cap5H alcanzados luego del tratamiento
de la cepa Newman con SAL. Para ello, las suspensiones
bacterianas tratadas o no con SAL se cultivaron hasta DOggo:1,3 y
se procesaron para extraer el ARN y realizar la qRT-PCR utilizando
los cebadores especificos segun lo descripto en Materiales y
Métodos. La figura 4 muestra una disminucion de los transcriptos
correspondientes al gen cap5H de la cepa Newman luego del
tratamiento con SAL. Ademas, los resultados se analizaron segun
Livak et al. (76) el cual establece que un valor de 2**“" menor a 1
corresponde a una disminucién en la expresién del transcripto de
interés luego del tratamiento, mientras que un indice mayor a 1
indica un aumento en la expresion. El valor 2°**“T para el transcripto

cap fue de 0,5.
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Figura 4. Efecto del SAL sobre la transcripciéon del gen cap5H. El estudio
transcripcional se llevé a cabo por RT-PCR en tiempo real a partir de ARN
extraido de la cepa Newman previamente tratada o no con SAL. Cada barra
representa la expresion del ARNm cap5H normalizada a la expresion del
transcripto gyrB de 3 experimentos independientes expresada en unidades
arbitrarias + DS.

Con el objetivo de analizar la expresiéon del PC a nivel
fenotipico se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion doble con
antisuero anti-PC5 especifico. Para ello, diluciones seriadas al medio
de los extractos capsulares de la cepa Newman tratada o no con
SAL, se depositaron sobre los orificios de un gel delgado de
agarosa. En el orificio central se colocé la solucion de antisuero
anti-PC5. Luego de 24 h de incubacion en una caAmara humeda para
permitir la inmunodifusion, se observaron las lineas de
precipitacion. En la figura 5 se observa un titulo de expresion de PC
igual a 4 para la cepa Newman sin tratar. Cuando la cepa Newman
se traté con SAL a dosis bajas (0,36 mM) el titulo de expresion de
PC descendio a 2. Mas aun, el aumento en la concentracion de SAL
(2 mM) evidencio este descenso en la expresion de PC, ya que el
titulo alcanzado fue igual a 1. La concentracion 2 mM de SAL
utilizada no afectd el crecimiento bacteriano. Estos resultados
demuestran que el SAL provoc6 una disminucion de la expresion de
PC5 a nivel fenotipico. Ademas, este efecto es mayor cuanto mayor

es la dosis de SAL utilizada.
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Figura 5. Efecto del SAL sobre la expresién fenotipica de PC5 . La expresién

de capsula se ensay6 mediante inmunoprecipitacion doble con diluciones seriadas
al medio de los extractos capsulares de la cepa Newman previamente incubada o
no con 0,36 mM o 2 mM de SAL. C+: Extracto capsular de la cepa Reynolds
PC5+; C-: Extracto capsular de la cepa Reynolds PC5-.

El conjunto de los resultados obtenidos indican que el SAL
afecto negativamente la expresion del PC de S. aureus tanto a nivel
transcripcional como a nivel fenotipico. Este efecto fue dosis
dependiente y seria el responsable del incremento de la capacidad

de internalizacion de S. aureus en células epiteliales.

4. Efecto del SAL sobre la expresion de proteinas

Paralelamente se analizdé si el aumento en la internalizacion
alcanzado por la cepa Newman pretratada con SAL también podia
deberse a una expresion diferencial de adhesinas. Para ello, se
realizaron extracciones de las diferentes fracciones proteicas
(exoproteinas, proteinas de pared y de superficie) de la cepa
Newman tratada o no con SAL. Los extractos se visualizaron a
través de SDS-PAGEs tefiidos con azul de Coomassie. Segun indican
las flechas se observaron algunos cambios en el perfil de
exoproteinas (Fig. 6A) y de proteinas de pared (Fig. 6B) de la cepa

Newman luego del tratamiento con SAL.
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Figura 6. Expresion de proteinas de S. aureus bajo la accién del SAL .
SDS-PAGEs de exoproteinas (A), proteinas de pared (B) y proteinas de superficie
(C) de la cepa Newman de S. aureus. Las bandas proteicas se visualizaron por
tincion con azul de Coomassie. M: Marcador de peso molecular. Las flechas
indican las bandas con cambios debido al tratamiento con SAL.

Con respecto al perfil de proteinas de superficie (Fig. 6C) se
observd una banda mayoritaria de aproximadamente 60 KDa que se
incrementd cuando la cepa Newman fue tratada con SAL.
Considerando el peso molecular y la fraccién proteica de la banda
aumentada, se presumié que esta banda podria corresponder a la
proteina Eap, la cual posee un peso molecular de 62 KDa y se
encuentra adherida a la superficie bacteriana. De estos resultados
se desprende que el SAL afecté la expresion de proteinas de S.

aureus.

5. Efecto del SAL so bre la proteina Eap

Con el fin de confirmar si la banda de ~ 60 KDa observada en
la fraccion de proteinas de superficie correspondia a la proteina

Eap, se llevaron a cabo SDS-PAGEs de la fraccion de proteinas de
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superficie de la cepa Newman, de su mutante isogénica eap (AH12)
y de la cepa AH12 complementada (Tabla 1). En la figura 7 se
observa que la banda de ~60 KDa estuvo ausente en la calle
correspondiente a la mutante AH12, mientras que esta banda se
observo en la cepa complementada. Por lo tanto, se puede concluir
gue el tratamiento con SAL provocoé un aumento en la expresion de

la banda de ~60 KDa correspondiente a la proteina Eap.

M Newman Newmansa. AH12 AH12pCXEap

- =

— Pt —
—
. e e
75KDa ~ —

<«— Eap

50 KDa -
25 KDa '

Figura 7. Perfil de proteinas de superficie de S. aureus. SDS-PAGE de las
proteinas de superficie de la cepa Newman tratada o no con SAL, de su mutante
Eap (AH12) y de la mutante complementada (AH12pCXEap) de S. aureus. Las
bandas proteicas se visualizaron por tincién con azul de Coomassie. M: Marcador
de peso molecular.

Posteriormente se realizaron experimentos de fusion
transcripcional con el fin de evaluar el efecto del SAL sobre la
transcripcion del gen eap. ElI tratamiento con SAL de la cepa
Newman transformada con el plasmido Peap-gfp provocé un

aumento en la actividad del promotor eap (Tabla 1) (Fig. 8A).
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Figura 8. Actividad del promotor e ap bajo la acciéon del SAL . A. La actividad
del promotor se determiné por fusion con gfp y medicién de la fluorescencia en

relacion con la densidad oOptica (Fs05/516/ DOgoo) €n funcidn del tiempo. Se muestra
un experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes.
Control: cepa Newman transformada con plasmido conteniendo el gen gfp sin
promotor. Tiempo 6h, Newman: 94698 F/DO vs Newmanss: 164723 F/ DO,
*p=0,01; Mann-Whitney test. B. Crecimiento bacteriano (DOgo) en funciéon del
tiempo.

Por otro lado, se realiz6 una gRT-PCR a partir del ARN de la
cepa Newman tratada o no con SAL utilizando cebadores especificos
para el transcripto eap. El resultado hallado confirmé el aumento de

los niveles de transcriptos del gen eap en la cepa Newman luego del
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tratamiento con SAL (Fig. 9). El valor 2“7 para el transcripto eap

luego del tratamiento con SAL fue igual a 2.

e =
? q

Expresion eap/gyrB
©
T

(unidades arbitrarias)

o
<

Newman Newman gp

Figura 9. Efecto del SAL sobre la transcripciéon de eap. El analisis de la
expresion se llevo a cabo por RT-PCR en tiempo real a partir del ARN extraido de
la cepa Newman previamente tratada o no con SAL. Cada barra representa la
expresion del ARNm eap normalizada a la expresion del transcripto gyrB
expresada en unidades arbitrarias = DS.

Con el objeto de evaluar si el aumento en la expresion de Eap
por accion del SAL tenia algun efecto sobre la internalizacion
celular, se realizaron ensayos de invasién con las cepas Newman y
su mutante AH12 tratadas o no con SAL. En la figura 10 se observa
gue la mutante AH12 presenté una capacidad significativamente
menor de internalizacion comparada con la cepa Newman. Por lo
tanto, Eap es importante para el proceso de internalizacion de S.
aureus en las células MAC-T. Por otra parte, cuando la cepa AH12
se tratd con SAL se observé un aumento significativo en su
capacidad de invasion, indicando que en ausencia de Eap, el SAL
actuaria sobre otro/s factor/es de virulencia que estarian

involucrados en el proceso de internalizacion celular.
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Figura 10. Internalizacién de la mutante eap de S. aureus y efectos del
tratamiento con SAL . Se infectaron células MAC-T en monocapa con indculos
bacterianos previamente tratados o0 no con SAL. Se muestra las medianas de las
UFC/ml internalizadas de un experimento representativo de al menos 3
experimentos independientes. Newman: 2x10° vs AH12: 4x10* UFC/ml,
*p=0,001; AH12 vs AH12ga: 1,3x10° UFC/ml, **p<0,0001, Mann-Whitney test.

Con el fin de establecer la importancia del aumento en la
expresion de Eap por accion del SAL para la internalizacion en
células epiteliales, se realizaron ensayos de invasiéon celular con la
cepa Newman transformada con el plasmido Peap-gfp (Tabla 1)
cultivada previamente o no con SAL. Una vez realizado el ensayo de
invasion sobre las células MAC-T adheridas a cubreobjetos, las
células se incubaron con azul de Evans (rojo) y DAPI (azul), para
visualizar el citoesqueleto y el ndcleo de las células eucariotas,
respectivamente. Los cubreobjetos se observaron bajo el
microscopio de fluorescencia a 40X. Luego, para cada condicién
ensayada se contabilizaron las bacterias que presentaron actividad
del promotor eap (verde) en 30 campos y se calculé el promedio de
bacterias adheridas e internalizadas. Para la cepa Newman Peap-gfp
se cont6é un promedio de 34 bacterias totales, mientras que para la
misma cepa tratada con SAL se contabiliz6 una media de 70
bacterias en los 30 campos estudiados. Los resultados indican que
la cepa Newman tratada con SAL se adhiri6 a las células MAC-T en
mayor niumero que la no tratada y esto podria ser consecuencia de

una mayor expresion de Eap por accion del SAL (Fig. 11).
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Figura 11. Adhesién de la cepa Newman a las células epiteliale s MAC-T.
A. Células infectadas con Newman Peap-gfp, 40X; B. Células infectadas con cepa
Newman Peap-gfp previamente tratada con SAL, 40X; C. Células infectadas con
Newman Peap-gfp tratada con SAL, 100X. En todos los casos se muestra un
campo representativo de 30 campos observados. Las flechas sefialan las
bacterias adheridas que expresan gfp (verde). Se observa el citoplasma en color
rojoy el ADN eucariota en color azul.

En conjunto, los resultados demuestran que el SAL provoco
un aumento de la transcripcion del gen eap, asi como también de la
expresion de la proteina Eap, lo que se tradujo en un aumento en la
internalizacion celular de S. aureus. Ademd&s se estableci6o la
importancia de Eap para la adhesion y posterior internalizacion de

la cepa Newman de S. aureus en las células MAC-T.

6. Efecto del SAL sobre regu ladores de los factores de

virulencia
6.1. Sistema regulador sae

El locus sae es uno de los reguladores globales mas
importantes de S. aureus. Este sistema de dos componentes es el

principal modulador positivo de la transcripcion de eap, mientras
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gue regula negativamente la transcripcion de cap (49, 82).
Teniendo en cuenta que el SAL provocd un aumento en la expresion
de eap y una disminucion en la expresion de cap, se investigé la
accion del SAL sobre el sistema regulatorio sae mediante diferentes
ensayos. En primer término, se estudié el efecto del SAL sobre el
nivel de internalizacion de las mutantes sae deficientes de las cepas
Newman y RN6390. Para ello, a partir de la mutante RN6390sae se
obtuvo la mutante Newmansae mediante transduccion con el fago
¢-11 (Tabla 1). Luego, se realizaron ensayos de invasion infectando
monocapas de células MAC-T con las suspensiones bacterianas

previamente incubadas o no con SAL.

% 450000 B Newman

=] — Newmansae

S 350000-

T Newmansaeg,
S E 250000- == RN6390

£Q 900007 mmm RN6390sae
22 600004 * BN RN6390saes,,
8 *%*

3 30000- *

%) o ] |

Figura 12. Efecto del SAL sobre la internalizacién de S. aureus y sus
mutantes sae. Se infectaron células MAC-T en monocapa con inoculos
bacterianos previamente tratados o no con SAL. Se muestra la mediana de las
UFC/ml internalizadas de un experimento representativo de al menos 3
experimentos independientes. Cepa Newman: 8.5x10* vs Newmansae: 1,5x10%,
*p<0,01; Newmansae vs Newmansaesa: 3,4x10% UFC/ml, **p<0,01, Mann-
Whitney test. Cepa RN6390: 5x10° vs RN6390sae: 4,7x10*% *p<0,01; Mann-
Whitney test. RN6390sae vs RN6390saesy,: 4,9%x10* UFC/ ml p>0,05

En la figura 12 se observa que la inactivacion del locus sae
provoco una disminucion significativa en la internalizacion de ambas
mutantes comparada con las cepas parentales Newman y RN6390.
El resultado obtenido permite sugerir que los factores regulados por
sae estarian involucrados en el proceso de invasion celular. Cabe
destacar que cuando se trato a las mutantes sae con SAL, s6lo en el

bagaje Newman se observd un aumento significativo en la
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internalizacién. Por lo tanto, en esta cepa, otros reguladores

distintos de sae estarian siendo afectados por el SAL.

Posteriormente, se analizo la actividad del promotor principal
(P;) del locus sae fusionado al gen reportero gfp en presencia o
ausencia de SAL. En la figura 13A se muestra que la actividad del
promotor principal del sistema sae en presencia de SAL fue similar

a la observada en ausencia de tratamiento.

A. 800001
Newman
70000+
—a— Newmang,,
60000+ —— Control
o 50000+ —e— Controlga,.
0 40000+
L
30000+
20000+
10000
v———V/'\’——v—v
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (h)
B. 2
Newman
—a— Newmang,,
—— Control
=4 —e— Controlg
[{e}
o 4
@)
O T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (h)

Figura 13. Actividad del promotor principal sae bajo la acciéon del SAL . A.
La actividad del promotor principal sae se determind por fusiéon con gfp y

medicion de la fluorescencia en relacién con la densidad 6ptica (F/DO) en funcién
del tiempo. Se muestra un experimento representativo de al menos 3
experimentos independientes. Control: cepa Newman transformada con el
plasmido conteniendo el gen gfp sin promotor. Tiempo 6h, Newman: 72382 F/ DO
vs Newmanss: 70841 F/DO. B. Crecimiento bacteriano (DOgoo) en funciéon del
tiempo.
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Ademas, se estudid el efecto del SAL sobre el nivel de
expresion de los transcriptos sae utilizando cebadores especificos
que abarcaron saeR y saeS (transcriptos A, B y C) mediante gRT-
PCR. Los resultados demostraron que efectivamente el SAL provocé
un aumento en la cantidad de transcriptos sae (Fig. 14). El valor de

274CT fye de 1,6.
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Figura 14. Impacto del SAL sobre la expresiéon de sae. El analisis de la
expresion se llevo a cabo por RT-PCR en tiempo real a partir de ARN extraido de
la cepa Newman previamente tratada o no con SAL. Cada barra representa la
expresion de sae normalizada a la expresion de gyrB de 3 experimentos
independientes expresada en unidades arbitrarias + DS.

Por otro lado, se realizaron experimentos de
inmunoprecipitacion doble con antisuero especifico para PC5
utilizando los extractos capsulares de la mutante Newmansae. En la
figura 15 se observa que el titulo para la mutante sin tratamiento
fue de 4, al igual que el obtenido para la cepa Newman (ver Fig. 5).
Sin embargo, el titulo se incrementd al doble (titulo: 8) cuando la
mutante Newmansae se traté con altas dosis de SAL (Fig. 15).
Estos resultados sugieren que en ausencia del locus sae, el SAL
podria afectar a otro/s regulador/es provocando un aumento en la

expresion de PC.
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Figura 15. Efecto del SAL sobre la expresion de PC en la mutan te sae. La
expresion de PC5 se determindé mediante inmunoprecipitacién doble de diluciones
seriadas de los extractos capsulares de la cepa Newmansae previamente
incubada o no con 2 mM de SAL. El antisuero se sembrdé en el pocillo central. C+:
Extracto capsular de la cepa Reynolds PC5+; C-: Extracto capsular de la cepa
Reynolds PC5-.

Con el objetivo de evaluar el efecto del SAL sobre la expresion
de la proteina Eap en la mutante Newmansae, se realizaron SDS-
PAGEs de las proteinas de superficie extraidas de los cultivos

bacterianos pretratados o no con SAL.

M Newman Newmansae AH12

SAL - + - + -

75KDa

50KDa

Figura 16. Efecto del SAL sobre la expr esién de Eap en la mutante sae.
SDS-PAGE de las proteinas de superficie de la cepa Newman de S. aureus, su
mutante sae y su mutante eap (AH12) previamente tratadas o no con SAL. Las
bandas proteicas se visualizaron por tincién con azul de Coomassie. M: Marcador
de peso molecular.

60



En la figura 16 se observa la banda correspondiente a la
proteina Eap en los perfiles de proteinas de superficie de la cepa
Newman tratada o no con SAL. Contrariamente, en las calles
correspondientes a la mutante sae, no se observd esta banda,
independientemente del tratamiento con SAL. La ausencia de la
proteina Eap también se evidencido en la mutante AH12 (control).
Por lo tanto, estos resultados corroboran que el sistema regulatorio

sae es esencial para la expresiéon de Eap.

El conjunto de los resultados obtenidos permiten concluir que
el aumento de Eap y la disminucion de PC podria deberse en parte

a la accion positiva del SAL sobre el sistema regulatorio sae.

6.2. Regulador mgrA

Otro regulador importante que controla la expresiéon de mas
de 350 genes de S. aureus es mgrA (78). Este factor de
transcripcion regula positivamente la expresién de cap, sin embargo

se desconoce la accion de MgrA sobre la regulacion de eap (81).

Con el fin de determinar el efecto del SAL sobre la
internalizacion de la cepa Newman y su mutante mgrA, se
realizaron ensayos de invasion en células MAC-T. Los resultados
obtenidos indican que la ausencia del gen mgrA provocdé un
incremento significativo en la capacidad de invasion de S. aureus en
células epiteliales (Fig. 17). Por lo tanto, algunos de los factores de
virulencia regulados por mgrA estarian implicados en el proceso de
internalizacion de S. aureus. Ademas, cuando se trat6é a la mutante
mgrA con SAL se observo un aumento significativo en su grado de
invasion (Fig. 17), lo cual sugiere que otros reguladores podrian

también ser afectados por este compuesto.
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Figura 17. Efecto del SAL sobre la interna lizaciéon de la cepa Newman de
S. aureus y su mutante magrA. Se infectaron células MAC-T en monocapa con
indculos bacterianos previamente tratados o no con SAL. Se muestra el
porcentaje de internalizacién de un experimento representativo de al menos 3
experimentos independientes. Newman: 5,4x10% vs Newmansa: 1,8x10°,
*p<0,01; Newman vs Newmanmgr: 1,4x10° *p<0,01; Newmanmgr vs
Newmanmgr sa: 2x10° UFC/ml, **p< 0,01, Mann-Whitney test.

Con el fin de investigar la accién del SAL sobre mgrA a nivel
transcripcional, se llevaron a cabo experimentos de fluorescencia
con el promotor del gen mgrA fusionado al gen gfp. Los resultados
demostraron que el tratamiento con SAL produjo en la cepa
Newman una disminucién significativa en la actividad del promotor
mgrA comparado con lo observado en la misma cepa sin

tratamiento (Fig. 18).

Mediante qRT-PCRs se establecio que la cepa Newman tratada
con SAL expres6é una cantidad menor de transcriptos de mgrA
comparado con los niveles obtenidos para la cepa Newman no

tratada (Fig. 19). El valor de 27%*°T fue igual a 0,7.
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Figura 18. Efecto del SAL sobre la actividad del promotor mgrA. A. La
actividad del promotor mgrA se determind por fusidon con gfp y medicion de la
fluorescencia en relaciéon con la densidad 6ptica (F/DO) en funcion del tiempo. Se
muestra un experimento representativo de al menos 3 experimentos
independientes. Control: cepa Newman transformada con el plasmido
conteniendo el gen gfp sin promotor. Tiempo th, Newman: 22378 F/DO vs
Newmansy: 12724 F/ DO, *p=0,01, Mann-Whitney test. B. Crecimiento
bacteriano (DQOggo) en funcién del tiempo.
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Figura 19. Efecto del SAL sobre la expresién de marA. El andlisis de la
expresion se llevo a cabo por RT-PCR en tiempo real a partir de ARN extraido de
la cepa Newman previamente tratada o no con SAL. Cada barra representa la
expresion de mgrA normalizada a la expresiéon de gyrB de 3 experimentos
independientes expresada en unidades arbitrarias £ DS.

Ademas, se realizaron experimentos de inmunoprecipitacion
con antisuero especifico para PC5 en la mutante Newmanmgr
tratada o no con SAL. La figura 20 muestra que la ausencia de
mgrA afect6 negativamente la expresion de PC. Este resultado
demuestra que mgrA es indispensable para la expresion de cap.

Newman mgr Newman mgrsa
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Figura 20. Expresién de PC en la mutante marA tratada o no con SAL . La
expresion de PC5 se ensayé mediante inmunoprecipitacion de diluciones seriadas
de extractos capsulares de la cepa Newmanmgr previamente incubada o no con 2
mM de SAL. C+: Reynolds PC5+; C-: Reynolds PC5-.

Por lo tanto, la disminucion en la expresiéon de PC5 podria
deberse en parte a la accién negativa del SAL sobre mgrA, uno de

sus reguladores.



7. Accion regulatoria de mgrA sobre Eap

Trabajos previos han demostrado que mgrA es capaz de
regular la expresion de proteinas extracelulares, tales como Hla y
Spa (55, 78, 81). Con el fin de investigar si mgrA controla la
expresion de Eap, se realizaron experimentos para medir la
actividad transcripcional del promotor eap fusionado a gfp en la

cepa salvaje Newman y en su mutante mgrA.

En la figura 21 se muestra que en la mutante mgrA, la
actividad del promotor eap disminuyé significativamente comparada
con la cepa salvaje. Por lo tanto, mgrA podria actuar regulando
positivamente la expresion de eap a nivel transcripcional. Sin
embargo, cuando la cepa mutante mgrA fue tratada con SAL, la
actividad del promotor eap aumento, sugiriendo que el SAL estaria

actuando positivamente sobre otro regulador, probablemente sae.

Ademas, mediante RT-PCR para el transcripto eap, se
corroboré la disminucién de los niveles del transcripto eap en la
mutante mgrA comparado con el valor determinado para la cepa
parental. Asimismo, el tratamiento con SAL provocé un incremento

en la expresion de ARNm de eap en la cepa Newman. (Fig. 22).

Con el fin de investigar el efecto del SAL sobre la expresiéon de
la proteina Eap en la mutante mgrA, se realizaron SDS-PAGEs a
partir de las proteinas de superficie de la cepa Newmanmgr tratada

0 no con SAL.
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Figura 21. Actividad del promotor eap en la mutante magrA. A. La actividad
del promotor se determiné por fusion con gfp y medicidon de la fluorescencia en
relacion con la densidad Optica (F/DO) en funcion del tiempo. Se muestra un
experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes. Control:
cepa Newman transformada con el pldsmido conteniendo el gen gfp sin promotor.
Tiempo 6h, Newman: 8545 F/ DO vs NewmanmgrA: 4611 F/ DO, *p<0,01;
NewmanmgrA vs. NewmanmgrAsa.: 7617 F/DO, *p<0,01. Mann-Whitney test. B.
Crecimiento bacteriano (DOggg) en funcién del tiempo.
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Figura 22. Expresion del transcripto eap en la mutante magrA. Se realizo
una RT-PCR con cebadores especificos para el transcripto eap a partir de ARN
obtenido de la cepa Newman tratada previamente con SAL o no y de la cepa
Newmanmgr. Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa tefiidos con
BrEt y se visualizaron bajo luz UV. La foto del gel se acompafia con la
densitometria realizada con el programa Scion Image para semicuantificar el
nivel de transcriptos.
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Figura 23. Expresion de Eap en la mutante mgrA. SDS-PAGE de las
proteinas de superficie de la cepa Newman de S. aureus, su mutante mgrA y su
mutante eap (AH12). Las bandas proteicas se visualizaron por tincién con azul de
Coomassie.

En la figura 23 se muestra que la banda correspondiente a la
proteina Eap no difiri6 entre la cepa salvaje Newman y su mutante

mgrA sin tratamiento. En ausencia del gen mgrA, el tratamiento con
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SAL provocd un aumento en la expresion de la proteina Eap, lo cual

concuerda con los resultados obtenidos por fusiéon transcripcional.

En conjunto, los resultados sugieren que mgrA actuaria como
un regulador positivo de Eap a nivel transcripcional, sin embargo
esto no se traduciria en un cambio a nivel de proteina. Ademas, en
ausencia de mgrA, el SAL afectaria a otro/s regulador/es

provocando un aumento de la proteina Eap.

8. Internalizacién de S. aureus en células endoteliales

tratadas con SAL

Estudios previos demostraron que el SAL presenta diversas
actividades sobre las células eucariotas incluyendo el control de la
expresion geénica (14, 24, 68, 136). Con el objetivo de estudiar el
efecto del SAL sobre las células endoteliales y sus consecuencias en
la interaccion de estas células con S. aureus, se realizaron ensayos
de invasién utilizando la linea celular EA.Hy926. En ensayos
preliminares, las células eucariotas se trataron con SAL 2mM
durante 2 h. Luego, las células se infectaron durante 1 h con la
suspension bacteriana de la cepa Newman o de su mutante AH12 vy,
transcurridas 2, 6 y 24 h post infeccion se contabilizaron las UFC/ml
internalizadas y los sobrenadantes se ensayaron para detectar TNF-
o mediante ELISA. Sorprendentemente, ni la cepa Newman ni su
mutante eap lograron internalizarse en este tipo celular. Como
control se utilizd la cepa RO (Newman transformada con un
plasmido que porta la FnBP-A defectuosa) (Tabla 1) que como se
esperaba, presentd niveles de internalizacion tan bajos como los de
la cepa Newman (Fig. 24). Por lo tanto, se decidié utilizar la cepa
R11 (Newman transformada con un plasmido que porta la FnBP-A
salvaje) y su mutante Rl1leap (Tabla 1). En los ensayos de invasion
preliminares utilizando dichas cepas se determiné que el mejor

tiempo post infeccion para detectar TNF-a en el sobrenadante fue
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de 6 h. Por lo tanto, transcurridas 6 h luego del agregado de
lisostafin se guardaron los sobrenadantes para detectar TNF-a y se

lisaron las células para contabilizar las UFC/ ml.
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Figura 24. |nternalizacién de S. aureus en células endoteliales tratadas
con SAL. Monocapas de células EA.Hy926 tratadas o no con SAL 2 mM se
infectaron con las suspensiones bacterianas. Se muestran las medianas de las
UFC/ml internalizadas de un experimento representativo de al menos 3
experimentos independientes luego de 6 h postinfeccion. Barras rayadas: células
endoteliales tratadas con SAL. Barras lisas: células endoteliales no tratadas. R11,
-SAL: 7,7x10% vs +SAL: 1,9x10* *p<0,01; R11 -SAL: 7,7x10* vs Rlleap -SAL:
2,6x10* *p<0,01; Mann-Whitney test.

En la figura 24 se observa que la accion del SAL sobre las
células endoteliales provocd una disminucion en la internalizacion
de la cepa R11 comparada con la invasion de la misma cepa en las
células no tratadas. Por otra parte, la mutante Rl1leap mostré una
menor capacidad de invasion comparada con la cepa salvaje. La
accion del SAL sobre las células endoteliales no afect6

significativamente la invasion de la mutante R11leap.

Estos resultados sugieren que Eap es importante para la
internalizacién de S. aureus en células endoteliales y que el SAL
estaria afectando algun/os receptor/es de membrana de este tipo
celular provocando una disminucion significativa en la invasion de la

bacteria salvaje. Mas aun, Eap podria interactuar con uno de los
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receptores, ya que el tratamiento de las células con SAL no provoco

diferencias en la invasion de la mutante eap.

9. Expresion de | CAM-1 en cé lulas endoteliales tratadas

con SAL e infectadas con S. aureus

Un estudio previo demostré que la proteina Eap purificada es
capaz de unirse a la proteina de membrana ICAM-1 (16). Por otro
lado, se establecié que el salicilato de sodio afectd la expresiéon de
ICAM-1 en células HUVEC estimuladas con LPS (136). Con el fin de
establecer el efecto del SAL sobre la expresion de ICAM-1 en las
células endoteliales, se realizaron ensayos de invasién utilizando las
células EA.Hy926 tratadas o no con SAL e infectadas con la cepa
R11 y su mutante Rlleap. Luego, mediante citometria de flujo se

determiné la cantidad de células positivas para |CAM-1.
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Figura 25. Expresion de | CAM-1 en células endoteliales tratada s con SAL
e infectadas con S. aureus. Las células EA.Hy926 en confluencia tratadas o no
con SAL 2 mM se infectaron (moi: 200) con las suspensiones bacterianas. Se
muestran las medias £+ DS del porcentaje de células positivas para ICAM-1 de un
experimento representativo de 2 experimentos independientes luego de 6 h
postinfeccion. Los ensayos se realizaron por duplicado. Barras rayadas: células
endoteliales tratadas con SAL. Barras lisas: células endoteliales no tratadas.
Control -: Células sin infectar. Control +: Células tratadas con 1 pg/ml de LPS.
p>0,05; Kruskal-Wallis test.

En la figura 25 se observa un bajo nivel de expresion de

ICAM-1 en las células endoteliales infectadas tanto con la cepa R11
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como con su mutante Rlleap. Por otra parte, el tratamiento de las
células con SAL no provoc6 cambios en la expresion de ICAM-1 en

ninguno de los casos estudiados.

10. Producciéon de TNF- a en respuesta a la infeccién con

S. aureus y al tratamiento con SAL

Los sobrenadantes de cultivo provenientes de los ensayos de
invasion de las células endoteliales luego de 6 h post infeccion se

ensayaron mediante ELISA para detectar los niveles de TNF-a.

La figura 26 muestra que la mutante Rlleap produjo un
aumento significativo de la sintesis de TNF-a comparado con los
niveles alcanzados por las células infectadas con la cepa salvaje.
Por cierto, el tratamiento de las células endoteliales con SAL 2 mM

no produjo diferencias significativas en la sintesis de TNF-a.
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Figura 26. Efecto del SAL sobre la sintesis de TNF- a por parte de células

endoteliales infectadas con S. aureus. Niveles de TNF-a detectados en los
sobrenandantes provenientes de los ensayos de invasion de las células EA.Hy926
tratadas o no con SAL 2 mM. Se muestran las medias + DS de la concentracion
de TNF-a en pg/ml. Barras rayadas: células endoteliales tratadas con SAL. Barras
lisas: células endoteliales no tratadas. R11 -SAL: 0,51 pg/ml vs Rlleap -SAL:
32,83 *p<0,001; Kruskal-Wallis test.
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Por lo tanto, la presencia de la proteina Eap inhibiria la

sintesis de TNF-a en células endoteliales humanas.

11. Efecto del SAL sobre la colonizaciéon intranasal de S.

aureus in vivo

Con el fin de estudiar el efecto del SAL in vivo, se realizaron
experimentos de colonizacién nasal utilizando las cepas Newman y
su mutante AH12. Para ello, grupos de ratones CF-1 se inyectaron
con SAL 100 mM o con PBS 1X por via intraperitoneal, al cabo de
30 min los ratones se inocularon por via intranasal con las
suspensiones bacterianas correspondientes. Luego de 4 h, las
narinas de los animales se extirparon y se procesaron para

contabilizar las UFC/mI de los homogenatos.
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Figura 27. Efecto del SAL sobre la colonizacion intranasal de S. aureus.

Se muestran los porcentajes de las medianas de un experimento representativo
de 3 experimentos independientes relativos a la cepa Newman sin tratamiento
(100%). Barras rayadas: ratones previamente tratados con SAL. Barras lisas:
ratones previamente tratados con PBS. Newman, PBS: 100%, SAL: 34%; AH12,
PBS: 16%, SAL: 8%.

La figura 27 muestra que la mutante AH12 posee una
capacidad menor de colonizacion que la cepa Newman. Asimismo,
el SAL inyectado por via intraperitoneal provoco una disminucién de

la colonizacion intranasal tanto de la cepa Newman como de su
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mutante AH12 comparado con los valores de colonizacion obtenidos

cuando se inyectd PBS previamente a los animales.

Los resultados obtenidos sugieren que la proteina Eap es un
factor importante para la colonizacion de S.aureus in vivo y que el
SAL actuaria en el huésped provocando una disminucién en la

colonizacién nasal de S. aureus.

73



S. aureus es una bacteria patdégena capaz de causar
enfermedades de leves a severas en el huésped infectado que
pueden causar incluso la muerte. La capacidad de S. aureus para
generar estas infecciones esta dada por la expresion coordinada de
un arsenal de factores de virulencia, los cuales estan modulados por
importantes reguladores globales. El SAL, componente principal de
la aspirina, interfiere en la expresion de los factores de virulencia

de algunos géneros bacterianos.

En este trabajo se demostrdé, en primer lugar, que el
tratamiento con SAL de la cepa Newman de S. aureus provocd un
aumento significativo en la capacidad de internalizacién en las
células epiteliales MAC-T. Los experimentos del presente trabajo se
realizaron en medio sin glucosa para evitar la represion de la
produccion de factores de virulencia, como por ejemplo PC (115).
Asimismo, la concentracion de SAL utilizada de 0,36 mM
correspondié a la concentracion antiplaquetaria alcanzada en el
plasma humano (30), mientras que la concentraciéon de SAL de 2
mM esta dentro del rango terapéutico alcanzado en suero humano
en pacientes tratados para enfermedades crdonicas inflamatorias.
Los niveles terapéuticos en suero de salicilato en pacientes tratados
para enfermedades reumaticas estan entre 150 y 300 ug/ml, lo cual
es equivalente a 1-2 mM de SAL (66). Recientemente, se establecio
gue la cepa 8325-4 de S. aureus (no capsulada) cultivada en
presencia de SAL mostré6 una adherencia reducida a células
endoteliales umbilicales humanas (99). En los experimentos
realizados en este trabajo con la cepa RN6390 de S. aureus
(derivada de la 8325-4), no se pudieron corroborar esos resultados.
Esta discrepancia podria ser explicada por las diferentes lineas
celulares, o quizas sean de mayor importancia las diferencias en el
disefio experimental y las condiciones de crecimiento bacteriano

utilizadas.
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La internalizacion de S. aureus en células de mamifero
depende del puente de Fn formado entre las FnBPs de la bacteria y
la integrina asB; del huésped (119). Kupferwasser et al. (72)
describieron que el tratamiento con SAL de distintas cepas de S.
aureus provoco una disminucion en la adhesion a proteinas de la
matriz extracelular, tales como Fn y Fg. En tal estudio la
disminucién de la expresion de proteinas que se unen a la matriz
sobre la superficie de la bacteria, se representé como el conjunto
de datos derivados de las cepas de S. aureus RN6390, COL,
Newman e ISP479C, ademas de varios aislamientos clinicos de S.
aureus meticilino resistentes. Por otro lado, los genes fnbA y fnbB
de la cepa Newman contienen una mutacién puntual que resulta en
un cododn stop, lo que genera FnBPs truncadas al final del dominio C
(43). Consecuentemente, esto provoca una adherencia deficiente
de la cepa Newman comparada con otras cepas de S. aureus gque
contienen FnBPs salvajes. Los resultados de esta tesis confirmaron
gue la cepa Newman se internaliz6 en menor grado en las células
MAC-T comparada con la cepa RN6390. Sin embargo, cuando
ambas cepas se trataron con SAL, soOlo la capacidad de

internalizacién de la cepa Newman se vio incrementada.

Es importante destacar que las cepas Newman y RN6390 de
S. aureus poseen diferencias en lo que respecta a su bagaje
genético. Ademas de lo mencionado anteriormente respecto de las
FnBPs, existen otras diferencias relevantes. La cepa Newman
produce el serotipo capsular 5, por el contrario la cepa RN6390
posee una mutacion puntual en el gen cap5E que la convierte en no
capsulada (130). Por otra parte, la cepa RN6390 es una mutante
natural sigB, mientras que la cepa Newman posee un sigB salvaje
(71). Ademas, la cepa Newman posee una mutacion puntual en el
locus saeS, que genera una sobreproduccién de Coa, FnBP-A y Eap,
mientras que no afecta la expresion de Hla, HIb y PC comparado

con otras cepas que poseen un saeS salvaje (1, 35, 82). Por lo
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expuesto, los cambios observados en el grado de invasién de las
cepas Newman y RN6390 de S. aureus no pueden ser atribuidos
s6lo a la expresion diferencial del PC5. Pholmann-Dietze et al. (101)
observaron que la presencia de la capsula podria interferir con la
adherencia de S. aureus a los tejidos del huésped. Ciertamente,
cuando se tratd con SAL a la cepa Reynolds PC5+ de S. aureus se
observo una capacidad aumentada en la internalizacion respecto de
esta cepa y de su mutante isogénica acapsular no tratadas. En vista
de los resultados obtenidos se sugiere que el PC5 podria estar
enmascarando a las moléculas de adhesion que posee S. aureus en
su superficie. Mas aun, el tratamiento con SAL estaria afectando

negativamente la produccion de PC5.

La expresion in vitro del PC de S. aureus es altamente
sensible a diversas sefiales ambientales (95). Al respecto, en este
trabajo se demostré6 que la actividad del promotor principal del
locus cap5, al igual que el nivel de los transcriptos cap5H,
disminuyeron luego de tratar a la bacteria con SAL. Por otro lado,
Blickwede et al. (7) observaron que la expresiéon de cap5A
disminuyé en la cepa Newman Iuego del tratamiento con
concentraciones subinhibitorias de florfenicol (antibiético utilizado
en medicina veterinaria), indicando que la expresion de cap puede
ser afectada por diferentes agentes farmacolégicos. Por cierto,
cuando se evalué la expresion fenotipica del PC5 por
inmunoprecipitacion utilizando antisuero especifico para PC5, se
observé una reduccion de la produccion de cépsula dosis
dependiente luego del tratamiento con SAL de la cepa Newman.
Asimismo, el crecimiento en presencia de SAL de un
microorganismo Gram negativo y con una capsula gruesa, como
Klebsiella pneumoniae, resulté en una sintesis disminuida del PC
(22, 23). En particular, el PC fue reducido un 60% a una
concentracion de SAL de 0,21 mM. En ambos casos, el SAL provoco

este efecto sobre la produccion de capsula a concentraciones
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normalmente alcanzadas en plasma luego de la ingestion de

aspirina dentro del rango terapéutico.

Ciertamente, la internalizacion incrementada en las células
epiteliales de la cepa Newman de S. aureus luego del tratamiento
con SAL podria deberse no sélo a la disminucion de la produccion
de PC5 sino también a cambios en la expresion de sus adhesinas.
Trabajos previos determinaron que el SAL interfirido con la expresion
de varias proteinas de S. aureus, incluyendo FnBP-A y Hla (72, 73).
En este trabajo, cuando se analizaron los perfiles de proteinas de la
cepa Newman se observé que el tratamiento con SAL afectd la
expresion de unas pocas exoproteinas y proteinas de pared.
Ademas, un aumento importante de una banda de ~60 KDa se
observo en la fraccion de proteinas de superficie cuando se traté a
la bacteria con SAL. La proteina que se encuentra en esa fraccion
proteica y que posee un peso molecular semejante al de la banda
observada correspondié a la caracterizada por Palma et al. (98)
quienes la denominaron Eap (8). Su identificacion fue confirmada
mediante ensayos con la mutante Newmaneap (AH12). En
conclusion, el tratamiento con SAL provocd un incremento en la
expresion de Eap en la cepa de S. aureus Newman. Este efecto
también se observé a nivel transcripcional. Harraghy et al. (49)
establecieron que la glucosa al 0,5% reprime la expresion de eap
probablemente por su accién negativa sobre el sistema regulador
sae. Por esta razon, los experimentos realizados se llevaron a cabo
en ausencia de glucosa. Ademas, la produccién de Eap es reprimida
a altas concentraciones de hierro (60). Por lo tanto, la expresion de
Eap es sensible a la accion de diferentes compuestos, a los que se

suma el SAL.

Por otro lado, en el presente trabajo se estableci6 que la
ausencia de expresion de Eap provocé una disminucion en la

internalizacién de S. aureus tanto en células epiteliales como
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endoteliales. En concordancia con estos resultados, Haggar et al.
(45) observaron una capacidad disminuida en la adhesion de la
mutante AH12 a los fibroblastos y queratinocitos comparada con la
cepa Newman. En este trabajo de tesis, se determin6 en el modelo
murino de portacion nasal una menor colonizacion de la mutante
AH12 con respecto a la cepa salvaje a las 4 hs post infeccion. Por lo
tanto, Eap es un factor importante que contribuye a la adhesion de
S. aureus y posterior colonizacion del vestibulo nasal. Por el
contrario, en un modelo murino de herida superficial no se
encontraron diferencias en el diametro de los abscesos ni en la
cantidad de bacterias de la cepa Newman y su mutante AH12 (16).
Los mismos autores utilizando un modelo murino de sepsis tampoco
encontraron diferencias significativas en el numero de bacterias
encontradas en riiién luego de 5 dias. La discrepancia entre los
resultados obtenidos en este trabajo y los reportados por Chavakis
et al. (16) puede explicarse por los diferentes modelos animales,
como asi también por los distintos tiempos post infeccion utilizados.
Por lo tanto, la proteina Eap en la cepa Newman que posee sus
FnBPs truncadas, juega un rol importante en la internalizacion

celular y adherencia in vivo.

Estudios previos establecieron que el locus sae controla en
concierto con otros reguladores globales la produccion de Eap a
nivel transcripcional (1, 49, 60, 82, 113, 117). Se identificaron
cuatro transcriptos superpuestos del locus sae (1, 94, 121). Los
transcriptos saeB, C y D son fuertemente expresados en la cepa
Newman comparado con la cepa de S. aureus 8325-4 (41, 82,
121). Por otro lado, el promotor principal del locus sae es Pc, el cual
es autorregulado y también reprimido por SigB en las cepas de S.
aureus 8325-4, ISP479R, UAMS-1 y COL (35, 75). Este promotor es
activado por H;0O, y concentraciones subinhibitorias de oa-
defensinas, pero no responde a altas concentraciones de sales (1,

35). En el presente trabajo, el tratamiento con SAL no afectd la
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actividad del promotor Pc en las condiciones estudiadas. Sin
embargo, el nivel de los transcriptos saeA, By C controlados por los
promotores Pa y Pc (ver Fig. 2, Introduccién) se incrementaron
luego de la exposicion al SAL. Por otro lado, Steinhuber et al. (121)
demostraron que la mutante sae de la cepa ISP479C de S. aureus
tuvo una tasa de invasion disminuida en células endoteliales
comparada con la cepa salvaje, mientras que la cepa Newman y su
mutante sae mostraron tasas de invasion muy reducidas. En el
presente trabajo se determiné que las mutantes Newmansae y
RN6390sae presentaron una capacidad disminuida de invasion en
células epiteliales MAC-T comparada con sus respectivas cepas
salvajes. Ademaés, el tratamiento con SAL indujo un aumento
significativo en la capacidad de invasién de la mutante Newmansae
con respecto a la misma cepa no tratada. Sin embargo, el SAL no
provocdé cambios en la internalizacion de la mutante RN6390sae.
Estos resultados podrian sugerir que en ausencia de sae en el
bagaje Newman, el SAL ejerceria su accién sobre algun otro

regulador que provocaria los cambios observados.

El locus sae es un importante regulador de multiples proteinas
de S. aureus (39, 42, 49). Al respecto, en este trabajo de tesis se
estableci6 que la mutante Newmansae no expresé proteinas de
superficie. Blickwede et al. (7) observaron que la mutante
Newmansae no expresO niveles detectables de emp, eap y fnbB.
Ademas, Harraghy et al. (49) demostraron que una mutante sae de
la cepa Newman no expresd6 Eap. Teniendo en cuenta esta
informacién, puede concluirse que el sistema regulatorio sae es
esencial para la expresion de esta adhesina. Recientemente, se
demostrdé que la cepa Newman posee una fuerte expresion de sae y
de eap debido a la mutacion que esta cepa presenta en saeS (82).
La expresion constitutiva de sae sugiere que en la cepa Newman
este sistema no podria ser modulado por compuestos externos (1,

35). Sin embargo, Schafer et al. (117) observaron que la actividad
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y las funciones dependientes de sae se incrementaron por la accion
de un biocida (Perform®) y de SDS, alin sobre sus niveles basales
altos. En concordancia con estos autores, los resultados
encontrados en este trabajo demuestran que el locus sae puede ser
activado por SAL en la cepa Newman y que esta activacion resulto

en una expresion aumentada de Eap.

En S. aureus existen resultados contradictorios respecto de la
regulacion que ejerce sae sobre el operdén cap. Al respecto, el locus
sae reprimiria los genes cap5 (82, 121). Sin embargo, Rogasch et
al. (113) no encontraron ninguna influencia del locus sae sobre la
transcripcion del operdn cap en la cepa Newman ni en la cepa COL.
El aumento de la expresion de PC5 en la mutante Newmansae
tratada con SAL sugiere que este compuesto podria estar afectando
a otro regulador. La expresion aumentada del PC5 inducida por el
SAL pareceria contradecirse con la mayor capacidad de adhesion
observada en la mutante Newmansae tratada con SAL. Sin
embargo, esta discrepancia podria explicarse por el hecho de que
otras adhesinas estarian aumentadas por accion del SAL en la
mutante Newmansae. Cabe destacar que, a pesar de que Eap es la
adhesina mas importante en la cepa Newman, tanto las mutantes
Newmaneap como Newmansae son capaces aun de internalizarse,
lo que sugiere que estas cepas estarian utilizando otras adhesinas

para dicho proceso.

Otro regulador importante en S. aureus es mgrA. Hasta el
momento, no hay trabajos que reporten la funcion de mgrA en la
internalizacién de S. aureus en células eucariotas. En este trabajo
se observd que la mutante mgrA de la cepa Newman se internalizé
en mayor grado en las células epiteliales que la cepa salvaje. Esto
podria deberse a que mgrA es un regulador positivo de cap5 y
cap8, por lo que, cuando mgrA estid ausente la disminucion de PC

podria desenmascarar las adhesinas, generando una mayor tasa de
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invasion (78). Por otra parte, el tratamiento con SAL de la mutante
mgrA provocoé un aumento de su internalizacion, lo que sugiere que
ciertas adhesinas podrian estar aumentadas. Mas aun el efecto
positivo del SAL sobre la expresion del locus sae en ausencia de

mgrA redundaria en el aumento de la adhesina Eap.

No se conocen antecedentes que determinen la accion de
mgrA sobre la expresion de Eap. La mutante NewmanmgrA
presentd una actividad reducida del promotor eap comparada con la
cepa salvaje. Ademas, se observéo un descenso en el nivel de
transcriptos de eap por RT-PCR. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre el nivel de expresion de la proteina
Eap de la cepa Newman y de su mutante mgrA. Esto sugiere que el
aumento observado a nivel transcripcional no seria suficiente como
para detectar cambios a nivel fenotipico por la metodologia
utilizada. Esto nos permite inferir que el aumento observado en la
proteina Eap luego del tratamiento con SAL, se deberia
principalmente al incremento de sae. Por lo tanto, la disminucion de
mgrA inducida por el SAL no afectaria significativamente la

expresion final de la proteina Eap.

Estudios previos determinaron que la regulacion del PC en S.
aureus esta afectada por diversos estimulos ambientales y es
regulada a diferentes niveles (18, 51, 80). Los genes sbcD y sbcC
estan involucrados en la represiéon de la produccion de PC5 a través
de los reguladores arl y mgrA bajo condiciones subinhibitorias de
ciprofloxacina o mitomicina C (18). En el presente trabajo, el
tratamiento con SAL de la cepa Newman provoco una disminucion
de la actividad del promotor de mgrA. En concordancia con estos
hallazgos, el nivel de transcriptos de mgrA también decrecié luego
de la exposicion al SAL. Al respecto, Riordan et al. (112)
demostraron que el salicilato provocd una disminucién de los

transcriptos mgrA en las cepas de S. aureus Becker y SH1000. Por
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otra parte, cuando el factor transcripcional MgrA estuvo ausente en
la cepa Newman no se observé produccibn de PC5
independientemente del tratamiento con SAL. En conjunto los
resultados sugieren que en ausencia de MgrA, la disminucion en la
expresion de PC5 desenmascararia las adhesinas de superficie
contribuyendo esto a una capacidad aumentada para invadir las
células eucariotas. Ciertamente, la disminucion de la expresion de
cap observada luego del tratamiento con SAL en la cepa salvaje,

podria deberse en parte a un efecto negativo del SAL sobre mgrA.

Cabe destacar que en ausencia de mgrA, la actividad del
promotor eap y la expresion de la proteina Eap se ven aumentadas
luego del tratamiento con SAL. Estos resultados indicarian que el
SAL, en ausencia de mgrA, actuaria sobre otro regulador que
provocaria un aumento en la expresion de eap. Este otro regulador
podria ser sae. Estos resultados concuerdan con el aumento de la
capacidad de invasion observada para la mutante mgrA tratada con

SAL con respecto a la no tratada.

En la cepa Newman las FnBPs truncadas no estan ancladas a
la pared celular y son secretadas completamente al medio de
cultivo (43). Por ello, se realizaron los experimentos de invasion en
células endoteliales con la cepa Newman que expresa las FnBPs
salvajes (R11) junto a su mutante isogénica eap deficiente. En este
caso cuando las células endoteliales se incubaron en medio con
SAL, se observd una disminucién en la internalizacién de la cepa
R11. Sin embargo, el mencionado tratamiento no afectd el grado de
invasion de la mutante Rlleap. Por lo tanto, el SAL afectaria la
expresion de algun/os receptor/es celular/es involucrado/s en la
interaccion con la adhesina Eap. Estudios previos demostraron que
la proteina Eap purificada es capaz de unirse a la molécula de
superficie ICAM-1 sobre las células endoteliales (16). Strindhall et

al. (122) demostraron que aislamientos clinicos de S. aureus
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provenientes de infecciones agudas fueron capaces de inducir la
expresion de ICAM-1 en células HUVEC. En el presente trabajo, el
tratamiento de las células endoteliales con SAL no indujo cambios
significativos en la expresiéon de ICAM-1. Ademaés, la estimulacion
de la expresion de ICAM-1 por parte de la cepa Newman R11 y de
su mutante R1leap no fue significativa. Probablemente, los posibles
factores estimulatorios de esta cepa de S. aureus (peptidoglicano,
acido araquidénico, Eap) no fueron suficientes como para inducir la
expresion de ICAM-1 en este tipo celular. Por el contrario,
Katerinaki et al. (66) observaron una disminucidon en la expresion
de ICAM-1 en células de melanoma tratadas con SAL a
concentraciones entre 1 y 5 mM. Asimismo, otros autores
demostraron la disminucion en la expresion de ICAM-1 por el acido
acetil salicilico en células HUVEC y retinales estimuladas con LPS
(15, 63, 136). Ademaés, el salicilato de sodio demostrd reducir la
expresion de ICAM-1 en las células HUVEC estimuladas con LPS
(0,1 pg/ml) en el rango de concentraciones de 0,02 a 20 mM (136).
Por lo tanto, la discrepancia de los resultados obtenidos en el
presente trabajo podria deberse a las diferentes condiciones

experimentales utilizadas respecto a los otros estudios.

S. aureus es capaz de generar una respuesta inflamatoria a
través de diferentes factores, tales como el peptidoglicano,
hemolisinas y proteina A (33). Por el contrario, muchos otros
factores de virulencia de esta bacteria (Efb, CHIPS, entre otros)
poseen una accién antiinflamatoria lo que le permite evadir la
respuesta inmune del huésped (17). En particular, la proteina Eap
puede actuar promoviendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias
en monocitos y macréfagos, mientras que posee una accion
antiinflamatoria al unirse a ICAM-1 y de esta manera bloquear la
interaccion de los leucocitos con las células endoteliales (16, 116).
Asimismo, altas concentraciones de Eap (81 pug/ml) produjeron un

efecto inhibitorio de la proliferacion de PBMCs, mientras que a bajas
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concentraciones (9 upg/ml) Eap estimuldé la proliferacion de estas
células (46). Recientemente, se determiné que Eap inhibié el
reclutamiento de células T en un modelo de psoriasis en raton a
través de su interaccion con ICAM-1 (129). Asimismo, Xie et al.
(135) reportaron que Eap fue capaz de inhibir la encefalomielitis en
ratobn a través del mismo mecanismo. En el presente trabajo, se
demostré que la mutante Rlleap generd un aumento significativo
en la sintesis de TNF-a en las células endoteliales comparado con la
cepa R11. Este resultado le atribuiria un rol antiinflamatorio a la
proteina Eap. En conjunto, se desprende que Eap podria constituir
un tratamiento efectivo contra enfermedades inflamatorias

crénicas.

Endres et al. (29) demostraron que la administracion de
aspirina a personas sanas durante 14 dias no generd cambios en
los niveles de TNF-a sintetizados por los PBMCs luego de la
estimulacion con LPS. En concordancia con estos resultados, en el
presente trabajo, el tratamiento de las células endoteliales con SAL
no produjo diferencias significativas en la produccion de TNF-
o luego de la infeccién con la cepa Newman R11. Por otro lado, el
salicilato de sodio a una concentracion de 20 mM provocé una
disminuciéon en los niveles de TNF-a en macréfagos murinos
estimulados con LPS (128). Esta discrepancia podria ser explicada
por las diferentes lineas celulares, estimulos, concentraciones y

diferentes salicilatos utilizados.

La portacion nasal de S. aureus en humanos es un factor de
riesgo importante para el desarrollo de enfermedades graves (67).
Karabay et al. (64) observaron que los pacientes que ingirieron aspirina
en bajas dosis por un tiempo prolongado tuvieron una baja
prevalencia de portacion nasal de S. aureus. Por otro lado, Eisen et
al. (28) demostraron que la administracion de aspirina a pacientes

con endocarditis por S. aureus estaba asociada a un riesgo menor



de complicaciones post-infeccion (por ej. cirugia de reemplazo de
valvula). Con el fin de evaluar el efecto del SAL in vivo se utilizé un
modelo murino de colonizaciéon nasal de S. aureus. Al respecto, se
observé una disminucion del nivel de colonizacion de S. aureus a
las 4 hs post-infeccibn en el grupo de ratones inyectados
previamente con SAL comparado con el grupo control. La aparente
discrepancia de estos resultados con la mayor capacidad de
invasion celular de S. aureus inducida por el SAL, puede ser
explicada por el hecho de que el SAL administrado al huésped
desencadenaria una serie de eventos que podrian promover la
eliminacién de la bacteria. Por otro lado, el tiempo de contacto
entre la bacteria y el SAL en este modelo in vivo no seria suficiente
para generar la expresion alterada de PC y Eap en la cepa Newman

gue se observo in vitro.

La importancia de este estudio radica en el hecho de que
provee informacién bésica acerca de un farmaco, el SAL, que afecta
la expresion de los sistemas regulatorios de S. aureus lo que podria
causar un impacto inesperado en el curso y tratamiento de la
infeccion. Por cierto, la informacion obtenida mediante esta
investigacion podra extenderse en un futuro al estudio de nuevas
estrategias terapéuticas destinadas al control y prevencién de las

infecciones estafilococcicas en grupos de riesgo.
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En el presente trabajo de tesis se realizaron ensayos para
establecer el efecto del SAL sobre la virulencia de S. aureus y su
interaccion con el huésped. Los resultados descriptos permitieron

concluir:

1. El tratamiento con SAL provocoé un aumento en la capacidad de

invasion de la cepa Newman en las células epiteliales.

2. Las cepas no capsuladas RN6390 y Reynolds PC- mostraron
una capacidad aumentada para invadir las células epiteliales con
respecto a las capsuladas Newman y Reynolds PC5+, por lo tanto la

ausencia de capsula favorecio la internalizacién de S. aureus.

3. ElI SAL indujo una disminucién en la actividad del promotor
cap, como asi también en la expresion de transcriptos cap y de

PC5.

4. La expresiéon de proteinas de pared, exoproteinas y proteinas

de superficie de S. aureus fue afectada por el tratamiento con SAL.

5. El SAL indujo la actividad del promotor eap, como asi también

la expresion de los transcriptos eap y de la proteina Eap.

6. Eap juega un rol importante en la internalizacion de la cepa

Newman en células epiteliales y endoteliales.
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7. La actividad del promotor P. del locus sae no fue afectada por
el SAL, mientras que la cantidad de transcriptos saeB, C y D

aumento luego del tratamiento con SAL.

8. El sistema regulatorio sae es esencial para la expresién de

Eap.

9. La actividad de sae y, por lo tanto, los factores regulados por

este locus, son importantes para la invasiéon celular de S. aureus.

10. El tratamiento con SAL provocdé una disminuciéon en la
actividad del promotor mgrA, asi como también en la expresién de

los transcriptos mgrA.

11. El regulador mgrA es esencial para la expresion de PC5.

12. mgrA indujo la expresioén del promotor eap, sin embargo esto

no se reflej6 en un aumento de la proteina Eap.

13. La presencia del gen mgrA generd una disminucion en la

capacidad de adhesion de S. aureus.

14. La accién del SAL sobre las células endoteliales produjo una
menor tasa de invasién por parte de la cepa Newman R11 de S.
aureus, mientras que no modificod la internalizacion de su mutante

eap.
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15. La presencia del gen eap inhibio la sintesis de TNF-a en células

endoteliales.

16. El tratamiento de las células endoteliales con SAL no produjo
cambios significativos en la produccion de TNF-a inducida por la

infeccién de S. aureus.

17. La produccién de Eap es fundamental para la colonizacion

nasal de S. aureus.

18. La colonizaciobn nasal de S. aureus disminuyd luego del

tratamiento del huésped con SAL.
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