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RECONOCIMIENTO DEL ADN BACTERIANO EXTRACELULAR POR
NEUTROFILOS HUMANOS: SU IMPACTO EN LA RESPUESTA A BIOFILMS

Previamente demostramos que el ADN bacteriano extracelular activa a los
neutréfilos a través de un mecanismo diferente al canénico CpG-dependiente. EI ADN
extracelular es un componente central en la formaciéon y estructura de los biofilms
bacterianos, comunidades responsables de mas del 60% de las infecciones
ocasionadas por estos microorganismos. La presente tesis tuvo como objetivos
centrales determinar el impacto del ADN de la matriz de los biofilms en la activacion de
los neutrdéfilos humanos vy la identificaron del receptor involucrado en el reconocimiento
de ADN.

Los estudios realizados indicaron que la degradacion con DNAsa | del ADN de
la matriz extracelular de los biofiims de P. aeruginosa redujo marcadamente su
capacidad de inducir la activacion de los neutrdfilos, determinada en funcién de su
habilidad para producir citoquinas proinflamatorias, incrementar marcadores de
activacion fisiolégicamente relevantes, de mediar la fagocitosis y de liberar trampas
extracelulares de los neutrofilos (NET).

La aplicacion de técnicas de MALDI-TOF nos permitidé identificar, en el
neutrofilo, 16 proteinas con capacidad de unir ADN bacteriano. A pesar de que
ninguna de ellas resulté ser el receptor de la superficie celular para ADN, es posible
que dos de las proteinas encontradas constituyan sensores intracelulares de ADN,
cuya relevancia queda por ser explorada.

Los hallazgos realizados en la presente Tesis confirman la existencia de una
proteina de la superficie del neutréfilo capaz de mediar el reconocimiento de ADN y la
activacion celular por esta molécula. Ademas, indican que el ADN de la matriz
extracelular representa un componente proinflamatorio relevante de los biofilms de P.
aeruginosa. Los mismos permiten especular que el reconocimiento del ADN de la
matriz de biofilms podria representar un mecanismo seleccionado evolutivamente para
permitir al huésped incrementar su capacidad de responder a este tipo de infecciones

bacterianas persistentes.

Palabras clave: ADN bacteriano, biofilm, inflamacion, neutréfilos, P. aeruginosa



EXTRACELLULAR BACTERIAL DNA RECOGNITION BY HUMAN
NEUTROPHILS: IT’S IMPACT ON THE RESPONSE TO BIOFILMS

We have previously demonstrated that extracellular bacterial DNA activates
neutrophils through a non-canonical mechanism. Extracelular DNA is a key component
in the formation and composition of bacterial biofilms, that are communities responsible
for more than 60% of the infections caused by these microorganisms. The aims of this
Thesis were to determine the impact of DNA present in the biofilm matrix in triggering
human neutrophil activation and to identify the receptor involved in DNA recognition.

We found that extracelluar DNA degradation of P. aeruginosa biofilm matrix with
DNase | markedly reduced its ability to induce neutrophil activation, determined by
evaluating proinflammatoy cytokines production, the increase of physiologically
relevant activation markers, phagocytosis and neutrophil extracelullar traps (NET)
release.

By application of MALDI-TOF techniques we identified 16 neutrophil proteins
that bind bacterial DNA. Although none of them proved to be the DNA surface
receptor, it is possible that two of these proteins correspond to intracellular DNA
sensors whose relevance remains to be explored.

The findings presented in this Thesis confirm the existence of a neutrophil
surface protein capable of mediating DNA recognition and cell activation. Additionaly,
they indicate that extracellular matrix DNA represents a relevant proinflammatory
component of P. aeruginosa biofilms. Thus, it is possible to speculate that recognition
of extracellular DNA of the biofilm matrix represents an evolutionary selected
mechanism that increases the ability of the host to respond to these types of persistent

bacterial infections.

Key words: bacterial DNA, biofilm, inflammation, neutrophils, P. aeruginosa
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Abreviaturas

ARNm: ARN mensajero

ARNt: ARN de transferencia

ADN-biot: ADN de E. coli simple cadena biotinilado
CFP: proteina cian fluorescente

DHR-123: dihidrorodamina-123

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
ImmunoSorbent Assay).

FITC: isotiocianato de fluoresceina

FQ: fibrosis quistica

GFP: proteina verde fluorescente

IL-1pB: interleuquina 1 beta

IL-8: interleuquina 8

IMF: intensidad media de fluorescencia

IP: ioduro de propidio

(Enzyme-Linked

MALDI: Desocion/ionizacion laser asistida por matriz (Matrix-assisted laser

desorption/ionization)

MLC: microscopia laser confocal

MPO: mieloperoxidasa

NET: trampas extracelulares de los neutréfilos

PBS: Tampon fosfato salino (phosphate buffered saline)
PE: ficoeritrina

SAH: Seroalbumina humana

TOF: Tiempo de vuelo (time of flight)

UAF: unidades arbitrarias de fluorescencia
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Los seres vivos multicelulares habitan un ambiente poblado de agentes microbianos
capaces de invadirlos, provocarles trastornos patolégicos y eventualmente su muerte.
Los vertebrados, como consecuencia de esta fuerte presion selectiva ocasionada por
los microorganismos infectantes, evolucionaron desarrollando un sistema
inmunolégico altamente eficiente que involucra mecanismos innatos y adaptativos. La
inmunidad adaptativa ejecuta respuestas dirigidas especificamente a entidades
moleculares expresadas por cada patdgeno (antigenos), que pueden ser de naturaleza
humoral (dominadas por la produccién de anticuerpos) o celular (con predominio de la
accién de células como linfocitos T y macréfagos). La inmunidad innata, por otro lado,
no solo provee la primera linea de defensa del organismo, sino que ademas, controla
la iniciacion de las respuestas adaptativas y determina la naturaleza de respuesta

efectora a motorizarse (71-2).

1. Rol de los neutroéfilos en el contexto de la respuesta inmune

Los neutréfilos son células fagociticas profesionales que conforman el sistema
inmune innato. En los humanos adultos, estas células constituyen mas de la mitad de
los leucocitos circulantes y median las fases mas tempranas de las respuestas
inflamatorias. Ellos son actores claves en la defensa frente a infecciones causadas por
bacterias y hongos, pero son también células inflamatorias cuya activacion desmedida

puede ocasionar un extenso dafo de tejidos (3).

El rol crucial que juegan los neutréfilos en la inmunidad anti-infecciosa se
evidencia en pacientes que sufren desérdenes tales como enfermedad granulomatosa
crénica, deficiencia en la adhesion leucocitaria de tipo 1 (LAD1) o diversas formas de
neutropenia, los cuales se caracterizan por padecer una severa susceptibilidad a

infecciones de naturaleza bacteriana y fungica que amenazan su sobrevida (4).

1.1 Ciclo de vida de los neutréfilos
El ciclo de vida de los neutréfilos y sus progenitores se lleva a cabo en tres

compartimentos: médula ésea, sangre y tejidos periféricos, e involucra diferentes pools

celulares vinculados dinamicamente. El pool mas primitivo es el pool progenitor que se
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encuentra localizado en la médula 6sea, y contiene stem cells y diferentes
progenitores relacionados con la produccion de neutréfilos y otros tipos celulares:
CFU-GEMM (unidades formadoras de colonias de granulocitos, eritrocitos, monocitos
y megacariocitos), CFU-GM (unidades formadoras de colonias de granulocitos y

macrofagos) y CFU-G (unidades formadoras de colonias de granulocitos) (5-8).

Por otra parte, el pool proliferativo esta integrado por mieloblastos,
promielocitos y mielocitos. Los mieloblastos constituyen formas celulares inmaduras
que carecen normalmente de granulos. Estos maduran a promielocitos, los cuales
presentan granulos azuréfilos o primarios, peroxidasa-positivos; y posteriormente, a
mielocitos, desarrollando granulos especificos o secundarios, peroxidasa-negativos.
La expansion en este pool proliferativo involucra, generalmente, cinco o seis divisiones

celulares (5-8).

El pool no proliferativo esta constituido por los neutréfilos maduros y sus
precursores inmediatos: los metamielocitos y los neutréfilos en banda. Presentan en
su citoplasma granulos azurdfilos y especificos, asi como también granulos terciarios,

y constituyen un pool de maduracion y reserva (5-8).

Los neutroéfilos son liberados desde el pool de reserva de la médula 6sea a la
circulacion en un numero de 1-4 x 10%kg peso/dia. El periodo requerido para la
diferenciacion de mielocito a neutréfilo maduro circulante es de 5-7 dias, pero este
periodo puede reducirse a tan solo 2 dias ante la presencia de procesos infecciosos.
Los neutrdfilos en sangre se presentan integrando dos pools de tamano similar, el
circulante y el marginal adherido al endotelio vascular. Los neutréfilos circulantes
pueden abandonar el lecho vascular, accediendo a tejidos periféricos en respuesta a la

produccion local de estimulos quimiotacticos (5-8).

1.2 Migracién de los neutréfilos al foco inflamatorio

Ante la presencia de estimulos proinflamatorios producidos como consecuencia
de infecciones bacterianas o fungicas, o por injuria tisular, el endotelio de los vasos
que irrigan al tejido inflamado, sufre modificaciones en el patron de expresion de

moléculas de adhesion. Este cambio constituye una sefial que desencadena la
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adhesion de los neutrofilos al endotelio, los cuales posteriormente se extravasan en
respuesta a sustancias quimiotacticas (3, 9). Estos acontecimientos ocurren en vasos
donde el flujo sanguineo es lento, como en las vénulas post-capilares o en los
capilares pulmonares, y estan favorecidos por la vasodilatacion que acompafia a la
inflamacion. El proceso de extravasacién comprende tres etapas muy bien definidas:
(a) la etapa de adherencia transitoria o de rolling mediada por las selectinas, (b) la
etapa de adherencia estable mediada por integrinas como LFA-1 (CD11a/CD18) y
Mac-1 (CD11b/CD18), cuya activacion es desencadenada por quimiocinas como la IL-
8 o por el factor activador plaquetario (PAF) inmovilizados a la cara luminal del
endotelio vascular; y (c) etapa de migracion transendotelial (3). Durante la
transmigracion el neutrdéfilo se deforma de manera notable, remodela extensamente su
citoesqueleto y se extiende en un pseudépodo para poder penetrar con movimientos
ameboideos entre los bordes de las células endoteliales. Durante este pasaje la célula
recibe estimulos de las células endoteliales inflamadas que modularan su actividad en
el foco de infeccidn. Tras atravesar la membrana basal, el neutréfilo se abre paso en el
espacio intersticial siguiendo gradientes de quimioatractantes, para llegar a su destino
final, el foco infeccioso. Quimioatractantes como el C5a, el LTB4, el PAF, los péptidos
formilados y las quimiocinas, como la IL-8, cumplen un papel relevante en esta misién
(70).

1.3 Mecanismos microbicidas de los neutréfilos

Una vez en el foco de infeccién, los neutréfilos reconocen a los organismos
invasores a través de receptores de reconocimiento de patrones (los que seran
descriptos mas adelante), o de receptores para componentes del complemento
activado o para el Fc de la IgG cuando el agente invasor se encuentra opsonizado.
Este reconocimiento usualmente desencadena la produccion de moléculas pro-

inflamatorias y la fagocitosis del microorganismo (3, 17-12).

En el interior del neutrdfilo, los microorganismos son sometidos a dos sistemas
microbicidas de distinta naturaleza: un sistema dependiente de la produccion de
intermediarios reactivos del oxigeno (IRO) y otro independiente del oxigeno molecular
(3) (figura 1). Los IRO son generados por reduccidén parcial del oxigeno molecular

mediante la activacion del metabolismo oxidativo, a través de un proceso que se
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denomina estallido respiratorio. Este proceso se inicia con la activacion del complejo
enzimatico de la NADPH oxidasa, producto de la estimulacién de ciertos receptores de
reconocimiento por componentes del patégeno (73). La oxidasa media la produccion
de anion superdxido (O2) el cual constituye el sustrato para todos los IRO producidos
por el neutréfilo, incluyendo el perdoxido de hidrégeno, los radicales libres, los
halégenos oxidados, las cloraminas y el oxigeno singlete (74). El perdxido de
hidrogeno es producido por la dismutacién espontanea o enzimatica del O,, y es a su
vez, sustrato de la enzima mieloperoxidasa (MPO), responsable de la sintesis de
oxidantes halogenados. Como consecuencia de las altas concentraciones plasmaticas
del i6n cloruro, el principal producto de la MPO es el hipoclorito (74-15). Este
compuesto, puede también reaccionar en forma espontanea con aminas primarias o
secundarias dando origen a otras especies oxidantes de larga vida media conocidas
como cloraminas. Todas estas especies contribuyen en mayor o menor medida a la

destruccién del microorganismo.

Por otra parte, los microorganismos son también sometidos a la acciéon de
enzimas y peptidos microbicidas que estdn empaquetados en los granulos
citoplasmaticos de los neutréfilos (3). Cuando se produce el reconocimiento del
patdogeno a través de determinados receptores, los granulos se fusionan con la
membrana plasmatica o con la membrana de la vacuola fagocitica liberando su
contenido (76). Segun su morfologia y contenido, estos granulos pueden ser
clasificados en 4 tipos: (a) granulos azurdéfilos o primarios que contienen MPO,
serinoproteasas y proteinas antibidticas; (b) granulos especificos o secundarios que
contienen lactoferrina y colagenasa entre otras enzimas y proteinas cationicas; (c)
granulos terciarios que albergan gelatinasa, y (d) las denominadas vesiculas
secretorias, que poseen un gran numero de receptores en su membrana y contienen
Uunicamente proteinas plasmaticas como la albumina (3). Generalmente, el contenido
de los granulos azurdfilos y de los especificos suele liberarse al interior de los
endosomas una vez que los microorganismos son fagocitados en el foco de infeccion.
No obstante, la degranulacién de los granulos terciarios y de las vesiculas secretorias
suele ocurrir durante el transito del neutréfilo desde el lecho vascular al foco de injuria
(3). De hecho, las vesiculas secretorias son las estructuras mas rapidamente
movilizables. En general, se fusionan a la membrana plasmatica cuando el neutrdfilo
interactia con el endotelio vascular, lo que conduce al incremento de moléculas de

adhesion y receptores de quimioatractantes que prestan funciones durante la
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extravasacion (76). Los granulos de gelatinasa estan también implicados en el
desarrollo de mecanismos microbicidas debido a que, al igual que los granulos
secundarios, son depdsitos de la integrina Mac-1 (CD11b/CD18) y del citocromo b558

(un componente de la enzima NADPH oxidasa) (76).

Bacterias

e e _ <o

Fusitn de granulo
azurdfilo.

Granulos

Esomales

Figura 1: Mecanismos microbicidas ejecutados por los neutréfilos. Como consecuencia del
reconocimiento de los microorganismos, los neutréfilos montan una respuesta basada en la
fagocitosis de los microbios y su eliminaciéon a través de mecanismos dependientes e
independientes de IRO. También Los neutrofilos pueden también liberar NET (no indicado en la
figura), las cuales permiten contener y matar a bacterias y hongos en el medio extracelular,

Estudios realizados en los ultimos afios demostraron que los neutrdéfilos pueden
también eliminar microorganismos extracelulares al capturarlos en estructuras
formadas por cromatina y proteinas granulares que reciben el nombre de trampas
extracelulares de neutréfilos (NET) (77-18). Las NET se forman y liberan por
estimulaciéon de los neutréfilos con agonistas como LPS, IL-8, C5a, PMA y por
microorganismos, factores que finalmente conducen a la disrupcion de la membrana
celular como ultimo paso de una nueva forma de muerte a la cual se denomind
NETosis. Durante este proceso, el nucleo pierde su forma lobulada, la eu- y hetero-
cromatina se homogenizan, y luego, la envoltura nuclear y las membranas granulares
se desintegran y el material nuclear toma contacto directo con los componentes de los
granulos. Finalmente, la membrana celular se rompe y las NET son liberadas

concomitantemente con la muerte celular (19). Diversos patdégenos como Shigella
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flexneri, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes y el hongo Candida albicans inducen la formacion de NET vy
son atrapados por ellas (78). Las NET degradan factores de virulencia y matan a
bacterias Gram positivas y negativas asi como también hongos unicelulares,
posiblemente debido a que exponen a los patdégenos a altas concentraciones locales

de proteinas anti-microbianas como la elastasa, la BPI y las histonas.

1.4 Produccion de citoquinas por los neutréfilos

El reconocimiento de los patéogenos también conduce a la producciéon de
mediadores pro-inflamatorios, cuya mision no consiste Unicamente en controlar o
contener la infeccion sino también en condicionar la ulterior respuesta adaptativa. De
hecho, los neutréfilos, debido al masivo reclutamiento en los focos de infeccion,
constituyen una fuente relevante de citoquinas y quimiocinas capaces de modelar el
reclutamiento de ésta y otras poblaciones inmunes (20). Mas aun, estudios recientes
llevados a cabo empleando neutréfilos murinos reportaron que los mismos podrian
presentar un rol inmunoregulatorio durante infecciones agudas y crénicas mediante la
produccion de IL-10; y exhibir, en forma similar a lo definido para los macréfagos,

polarizacién tipo N1 y N2, dependiente de sefales del microambiente (27).

Una de las quimiocinas de mayor relevancia en los procesos inflamatorios
desencadenados por infecciones bacterianas es la IL-8. Esta molécula es producida
por una amplia variedad de células (monocitos, macréfagos, neutrofilos, queratinocitos
y células endoteliales, entre otras) y tiene la capacidad de atraer quimiotacticamente a
los neutrdfilos al foco de infeccion, permitiendo también, que los mismos alcancen un
estado de mayor activacién. A su vez, el neutrdfilo activado es capaz de producir
grandes cantidades de IL-8, hecho que posibilita, conjuntamente con la IL-8 producida
por otros tipos celulares en el foco de infeccion, el reclutamiento masivo de neutroéfilos

y la perpetuacién del proceso inflamatorio para la erradicacion de la infeccién (20).

La IL-1B es otra citoquina producida por los neutréfilos que juega un rol clave
en la respuesta inflamatoria del huésped, siendo responsable de una parte relevante
de los acontecimientos observados en esta respuesta. En otros tipos celulares se ha

demostrado que diversos productos bacterianos y mediadores inflamatorios
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endogenos inducen la sintesis de una pro-forma biolégicamente inactiva de la IL-1p.
Esta permanece en el citosol hasta que un segundo estimulo gatilla su procesamiento
por el inflamasoma vy la liberacién de la forma activa (22). La IL-1p liberada causa la
acumulacion de metabolitos del acido araquidénico, incrementa los niveles de la NO
sintasa inducible y mantiene la producciéon de NO. Asimismo, incrementa la expresion
de moléculas de adhesion en células endoteliales, promueve la extravasacion de

leucocitos, modula el metabolismo muscular e induce fiebre (23).

2. Mecanismos de reconocimiento inmune

El sistema inmune ha evolucionado bajo una enorme presion de seleccion
impuesta por los patdégenos, resultando en una eficiente capacidad de los organismos
multicelulares para reconocer microorganismos invasores y eliminarlos con las
menores consecuencias nocivas para el huésped. En este contexto, es importante
comprender el inmenso desafio que plantea el reconocimiento de los patégenos, pues
no solo involucra una enorme variabilidad y heterogeneidad molecular, sino también
una tasa alta de mutacion caracteristica de los microorganismos. Este desafio fue
superado en forma distinta a través de la evolucién de mecanismos de reconocimiento
inmune innatos y adaptativos. De este modo, los genes que codifican para los
receptores de las células T y B son generados somaticamente durante la ontogenia de
estas células, dotando a cada linfocito con un receptor estructuralmente unico,
predestinado a reconocer un antigeno en particular y por ende dando origen a un

amplio repertorio de reconocimiento (24).

Por el contrario, el sistema inmune innato reconoce a una vasta variedad de
estructuras moleculares asociadas con los patégenos, a través de un numero limitado
de moléculas conocidas como receptores de reconocimiento de patrones (RRP) (25-
26). Los ligandos de los RRP, llamados patrones moleculares asociados a patégenos
(PMAP), se caracterizan por ser estructuras moleculares compartidas por grandes
grupos de patégenos y por ser esenciales para la sobrevida o patogenicidad de los
microorganismos. En consecuencia, los PMAP estdn muy conservados
evolutivamente. Entre los PMAP mejor estudiados se destacan el LPS bacteriano, el
peptidoglicano, los acidos lipoteicoicos, ciertos arreglos de manosa presentes en las

glicoproteinas microbianas, el lipoarabinoman de la pared celular de micobacterias, la
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flagelina, el ARN doble cadena y el ADN bacteriano (25). Debido a que los PMAP
estdn presentes en los patégenos pero ausentes en sus huéspedes, son

determinantes para la discriminacién entre lo propio y lo extrafio (7).

Las células de la inmunidad innata también pueden reconocer a los
microorganismos de manera indirecta, sin la participacion de los RRP. Esto ocurre a
través de receptores para el fragmento Fc de las inmunoglobulinas (Ig) o de receptores
para componentes del complemento. Los dos ultimos tipos de receptores reconocen
moléculas depositadas sobre el microorganismo como consecuencia de su interaccion

con el sistema inmune del huésped, denominadas colectivamente opsoninas (72).

3. Receptores de reconocimiento de patrones

Los RRP cumplen un papel fundamental en el reconocimiento de agentes
patégenos. Estos receptores se expresan estratégicamente, aunque no
exclusivamente, en las células que primero contactan con los patdégenos durante los
procesos infecciosos, como ser células epiteliales y células efectoras de la inmunidad
innata. Se han descrito distintos RRP, algunos de los cuales se expresan en la
superficie celular, otros lo hacen en compartimentos intracelulares, mientras que otros
son secretados al torrente sanguineo y a los fluidos tisulares. Ellos desempenan
funciones tales como la opsonizacién, la activacion de las cascadas del complemento
y de la coagulacion, la activacion de vias de senalizacién pro-inflamatorias y la
induccidon o prevencidon de la apoptosis (3, 72). En esta tesis nos limitaremos a

describir aquellos RRP que se expresan en la superficie celular (tabla 1).
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Familia de Miembros Ligandos Localizacion

receptores reconocidos subcelular
Péptidoglicano (TLR 2)
Porinas (TLR 2) Membrana celular: TLR
ARN viral dc (TLR3) 1,2,4,5,6, 10, 11.
TLR TLR 1-11 LPS (TLR 4)
Manano (TLR 4) Endosomas: TLR 3,7, 8
Flagelina (TLR 5) y 9.

ARN viral sc (TLR 7/8)
ADN CpG (TLR 9)

Receptor de manosa

DC-SIGN
DEC-205 Diferentes motivos
BCDA-2 glucosidicos presentes
RLC Dectin-1 principalmente en Membrana celular
DCIR microorganismos.
DCAL-1
C-LEC
Langerina
CD36 LPS
SR-A1 Acido teicoico
Scavenger SR-A2 ADN CpG Membrana celular
Marco Lipoproteinas de baja
LOX-1 densidad.

ARN dc viral

Tabla 1: Principales caracteristicas de los receptores de reconocimiento de patrones que se
expresan en la superficie celular.

3.1 Receptores de tipo Toll (TLR)

Son los RRP mejor caracterizados hasta el momento y activan vias de
sefializacion que desencadenan respuestas pro-inflamatorias (27). Los TLR
comprenden una familia de receptores transmembrana de tipo I, que se encuentran
evolutivamente conservados entre insectos y vertebrados. En mamiferos, se
describieron trece TLR homdlogos al receptor Toll de Drosophila (el primero en ser
identificado), sin embargo, sélo diez se expresan en humanos (28). Sus ligandos son
bastante diversos en cuanto a origen y estructura; no obstante, la mayoria de ellos,
son PMAP que alertan sobre la presencia de una infeccién (tabla 1) (29-30). Por
ejemplo, el LPS es detectado por el TLR4; las lipoproteinas bacterianas y acidos
lipoteicoicos son detectadas por el TLR2; la flagelina es detectada por el TLR5; los
motivos CpG del ADN bacteriano y viral son detectados por el TLR9; el ARN doble

cadena es detectado por el TLR3 y el simple cadena por el TLR7. Existen evidencias

19



de que el TLR4 es también capaz de reconocer moléculas propias producidas en
situaciones de stress celular, por ejemplo, liberadas por células necréticas (371-33).
Estas moléculas mimetizarian las acciones de los PMAP permitiendo al huésped

responder ante sefales de dafo.

La mayoria de los TLRs (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR11) se
expresan en la superficie celular, mientras que aquellos que reconocen acidos
nucleicos (TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9) se alojan en compartimentos intracelulares y
reconocen a sus ligandos en los endosomas (27, 34). Estos receptores se caracterizan
por contener un ectodominio compuesto de repeticiones ricas en leucina, que es
responsable del reconocimiento de los PMAP, y un dominio citoplasmatico conocido
como dominio TIR, homdlogo a la regién citoplasmatica del receptor para IL-1,

requerido para la transduccién de la sefial (35).

El reconocimiento de los PMAP por los TLR conduce a un aumento en la
transcripcién de diferentes genes, dependiendo del TLR activado y del tipo celular
involucrado. La diferencia en las cascadas de sefalizacion activadas por cada TLR
puede ser, en parte, explicada por las distintas moléculas adaptadoras que contienen
dominio TIR y son reclutadas al receptor. Hasta la fecha, se conocen cinco de estos
adaptadores incluyendo MyD88, TRIF, TIRAP/Mal, molécula adaptadores relacionada
con TRIF (TRAM) y SARM.

La senalizacion de los TLR se realiza principalmente a través de dos vias
distintas en base a si involucran la participacion de MyD88 o de TRIF (35). La via
dependiente de MyD88 es requerida por la mayoria de los TLR, excepto TLRS3, e
involucra la participacion de las quinasas IRAK-4 e IRAK 1. Esta via conduce a la
activacion de las MAPK y a la fosforilacion de la IkB quinasa resultando en la
activacion del factor de transcripcidon NF-xB responsable de la induccion de genes
proinflamatorios. En el caso de TLR7 y TLR9, esta via también conduce a la activacion
de IRF7 e IRF1 que median la produccion de interferones de tipo | (35). Por otra parte,
la via dependiente de TRIF empleada por TLR3 y TLR4, conduce a la activacién de
NF-xB e IRF3 resultando en la induccion de citoquinas proinflamatorias e interferones
de tipo | (35).
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Los neutréfilos humanos expresan todos los TLR descritos excepto el TLR3
(71, 36). La activacion de estos receptores dispara la produccion de citoquinas, el
shedding de L-selectina, prima a los neutréfilos para la produccién de anion
superoxido en respuesta a FMLP, incrementa la tasa de fagocitosis e inhibe la

quimiotaxis inducida por IL-8 (11, 37).

3.2 Receptores como lectinas de tipo C (RLC)

Constituyen una extensa familia de receptores especializada en el
reconocimiento de hidratos de carbono presentes en la superficie de los
microorganismos. Dependiendo del tipo de receptor, reconocen arreglos espaciales de
residuos manosa, galactosa o fructosa. Entre los RLC mejor caracterizados se
encuentran: receptor de manosa (MR), DC-SIGN, DEC-205, dectina-1, BCDA-2, DCIR,
DCAL-1, C-LEC y Langerin (tabla 1). Existen evidencias de que el neutrofilo humano

expresa dectina-1 (receptor principal de B-glucanos) y dectina-2 (711, 38-39).

A diferencia de los TLR, los RLC, al reconocer a sus ligandos, pueden mediar
la internalizacién de los microorganismos que los expresan. Esta internalizacién es
seguida por la degradacién, procesamiento y presentacion de los péptidos antigénicos
derivados a través de moléculas del CMH de clases | y Il. De manera similar a lo
descrito para los TLR, la activacién de los RLC conduce también a la secrecién de

numerosas quimiocinas y citoquinas (72).

3.3 Receptores Scavenger

Estos RRP fueron originalmente identificados como receptores de lipoproteinas
modificadas y como tales, involucradas en el desarrollo de la aterogénesis. No
obstante, hoy sabemos que ademas median el reconocimiento de microorganismos a
través de su interaccion con diversos PMAP tales como lipoproteinas bacterianas,
polirribonucledétidos y ADN microbiano (tabla 1). El receptor scavenger del macréfago
(MSR) pertenece a la familia de receptores de tipo A (SR-A) y posee especificidad por
una variedad de ligandos polianiénicos, incluyendo ARN doble cadena, LPS y acido

lipoteicoico. Otro miembro de la familia SR-A llamado MARCO, es un receptor
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expresado por los macréfagos que une pared bacteriana y LPS, mediando la
fagocitosis de bacterias (40-41). La expresion de receptores scavenger aun no ha sido

investigada en neutrofilos.

4. Reconocimiento inmune innato del ADN bacteriano

Desde hace ya varios afios se reconoce la capacidad del ADN bacteriano de
inducir la activacién de diferentes poblaciones leucocitarias humanas y murinas como
células B, células dendriticas plasmacitoides, células NK, monocitos y macrofagos, asi
como también la de células no pertenecientes al sistema inmune como fibroblastos y

queratinocitos (42-44).

Un extenso numero de trabajos demostré que el TLR9 cumple un rol relevante
en la activacion celular por ADN (figura 2). Este receptor se localiza en el reticulo
endoplasmico en células en reposo y es translocado a los endosomas luego de la
estimulacion con ADN, donde el mismo puede inducir su activacién bajo el ambiente
acidico del endosoma (34, 45-46). En la membrana endosomal, el TLR9 se expresa
como un heterodimero preformado, que tras la uniéon de su ligando sufre un cambio
conformacional induciendo sefiales de activacion que disparan la proliferacion de
células B, la maduracion de células dendriticas, la activacién de las funciones

microbicidas de macréfagos, y la produccion de interferones de tipo | (47).

La capacidad del ADN microbiano de inducir la activacion del TLR9 ha sido
adjudicada a su contenido de dinucledtidos CpG no metilados presentes en un
contexto de bases particular, denominados motivos CpG, en los cuales el dinucleétido
CpG esta flanqueado hacia 5’ por dos purinas y hacia 3’ por dos pirimidinas. Dado que
los genomas de vertebrados exhiben un fendmeno conocido como supresién CpG, en
virtud de la cual, la frecuencia de dinucleétidos CpG se encuentra reducida a un 25%
de la esperada respecto a la utilizacién de bases al azar (48), y estos motivos ademas
se encuentran en general metilados (49), se confirid a los motivos CpG el rétulo de
PAMP, al representar la entidad molecular que permitiria al sistema inmune diferenciar
al ADN microbiano del ADN propio. El resultado de numerosos estudios fue
modelando este paradigma, que en afos recientes ha sido cuestionado por diversos
hallazgos experimentales. Como describiré a continuacion, desde la perspectiva

actual, la activacion inmune por ADN microbiano no parece estar determinada por su
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contenido de motivos CpG. Los estudios mas recientes sustentan la posibilidad de que
los vertebrados hayan desarrollado a través de la evolucién, sofisticados mecanismos

para responder exclusivamente a acidos nucleicos foraneos.

IKK complex S

Figura 2: Mecanismo de reconocimiento de ADN foraneo dependiente de TLR9 por células del

sistema inmune.

A continuacién realizaré una breve resefia cronolégica de los hallazgos que
condujeron al estado actual del conocimiento de los mecanismos que regulan el

reconocimiento inmune del ADN microbiano.
En 1984 Yamamoto y colaboradores reportaron que el ADN derivado de BCG

es capaz de estimular a células inmunes a producir citoquinas (50-57). Afios mas

tarde, Pisetsky y colaboradores determinaron que el ADN bacteriano es mitogénico
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para células B (52). Con el fin de determinar cual era la secuencia del ADN microbiano
responsable de esta respuesta, Arthur Krieg empled oligodeoxinucleétidos (ODN)
sintéticos como miméticos de los ADN microbianos. Sin embargo, debido a la alta
susceptibilidad a nucleasas en cultivo de los ODN conteniendo uniones fosfodiésteres
“naturales” (F-ODN), se desarrollaron ODN estabilizados por una modificacion del
esqueleto mediante el reemplazo de uno de los oxigeno no puenteantes del grupo
fosfato de la unién fosfodiéster por un atomo de azufre, los cuales son conocidos como
ODN fosforotioato (S-ODN). Fue a través del empleo de estos S-ODN que se
identificaron a los motivos CpG como responsables de la mitogenicidad del ADN sobre
células B, y a partir de entonces, un cumulo de trabajos realizados con este tipo de
ODN dio sustento al “paradigma CpG”. Diversas observaciones, sin embargo,
demostraron que los S-ODN no reflejan fielmente la inmunobiologia del ADN “natural”.
De hecho, los S-ODN ejercen efectos que son independientes de su secuencia (53), y
ademas, su capacidad estimulatoria ha sido testeada en su forma simple cadena,
mientras que el ADN microbiano al cual se enfrenta el TLR9 endosomal es doble
cadena, debido a que es muy improbable que las condiciones del endosoma

conduzcan a su desnaturalizacion.

Por otra parte, cuando el ADN del huésped (que recordamos posee una
frecuencia reducida de motivos CpG, los cuales a su vez se encuentran en su mayoria
metilados) es translocado forzadamente a endosomas, es capaz de inducir la
activacion celular (54), sugiriendo la prescindencia de los motivos CpG para este fin.
Un evidencia mas contundente fue aportada por estudios recientes realizados por el
grupo de Hermann Wagner, que demostraron que en su forma fosfodiéster (forma
natural del ADN), un esqueleto 2'-desoxirribosa carente de bases nitrogenadas, es
capaz de unirse al TLR9 (55). Este esqueleto seria el responsable de proveer una
activacion basal para ADN translocados forzadamente a los endosomas y explicaria
los resultados que indican que el ADN de vertebrados translocado a endosomas es
capaz de inducir la activacion celular (54, 56-59). La presencia de bases nitrogenadas
en dicho esqueleto, y en especial los motivos CpG, incrementan la afinidad por el
TLR9 y su activacion. Por el contrario, los esqueletos 2’-deoxirribosa fosforotioato,
unen al TLR9 con 100 veces mayor afinidad que los esqueletos fosfodiéster, sin
embargo se comportan, al igual que los S-ODN sin secuencia especifica, como
antagonistas del TLRO. La presencia de motivos CpG en los S-ODN revierte el

antagonismo ejercido por el esqueleto y transforma a dicho ODN en fuertemente
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estimulatorio. En conjunto, estos hallazgos sugirieron que el TLR9 sensa ADN
fosfodiéster en los endosomas de modo CpG-independiente sobre la base de la
capacidad estimulatoria intrinseca del esqueleto 2°-deoxirribosa, y que la secuencia
puede modular la fuerza de la respuesta. Sin embargo, para los S-ODN, la presencia
de motivos CpG es un requerimiento estricto para ejercer efectos inmuno-
estimulatorios (55). Es decir, que la dependencia de motivos CpG para la estimulacion
del TLR9 parece estar restringida a ligandos farmacoldgicos como los S-ODN pero no
al ADN natural.

Estos hallazgos dan sustento a una nueva hipdtesis segun la cual la
discriminacién entre el ADN propio y el foraneo no estaria mediada por la naturaleza
del ligando sino por su accesibilidad al TLR9. De modo que, en condiciones
homeostaticas, el mismo no reconoceria ADN propio porque éste no tendria
posibilidad de acceder al compartimiento endosomal. De hecho, los vertebrados han
desarrollado mecanismos que aseguran que el ADN de células apoptdéticas que han
sido fagocitadas, sea degradado por la DNAsa Il, mientras que el ADN liberado en
procesos de injuria o necrosis tisular al medio extracelular, seria degradado por la
DNAsa | sérica para evitar una activacion inadecuada del TLR9. Esto es, en parte,
sustentado por la asociacion observada entre mutaciones en el gen de la DNAsa | y el
desarrollo de lupus en humanos (60), y por experimentos llevados a cabo en ratones
deficientes en esta nucleasa, donde se ha demostrado el desarrollo de una

enfermedad autoinmune parecida al lupus eritematoso sistémico (67).

En el afio 2003, nuestro grupo demostré que los neutréfilos humanos pueden
ser activados por ADN bacteriano a través de un mecanismo independiente de motivos
CpG (62). Trabajos realizados por otros grupos también sustentaron la existencia de
vias no relacionadas con la presencia de motivos CpG, a través de los cuales el ADN
seria capaz de inducir la activacion celular por mecanismos TLR9-dependientes o
independientes que involucran la translocacion endosémica del ADN o su ingreso al
citoplasma (63-74). De hecho, tres mecanismos citosdlicos de reconocimiento de ADN
han sido recientemente reportados. Uno de ellos involucra a la proteina de union a
ADN-Z (actualmente conocida como DAI) y a STING que median la activacion de IRF3
e IRF7 induciendo la produccién de interferones de tipo | (75-78). Otro mecanismo
involucra la participacion AIM2 que activa un complejo molecular conocido como

inflamasoma a través de ASC y caspasa |, induciendo la liberacion de IL-13 (79-80).
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Un tercer mecanismo descrito involucra la transcripciéon de ADN en el citosol por la
RNA polimerasa lll, el reconocimiento por RIG-I y la participacion de la quinasa TBK1,

y permitiria explicar, en parte, el efecto adyuvante de las vacunas a ADN (75, 81).

5. Activacion de neutréfilos por ADN bacteriano

Nuestro grupo ha demostrado previamente que la activacion de neutréfilos por
ADN de bacterias Gram positivas y Gram negativas ocurre a través de un mecanismo
independiente de motivos CpG (62). Esta conclusién se basdé en resultados de

experimentos que demostraron:

(1) que el ADN de E. coli metilado en citosina presenta la misma capacidad para
inducir la activacion del neutréfilo que el ADN no metilado;

(2) la incapacidad de F-ODN CpG de reproducir los efectos mediados por el ADN
bacteriano;

(3) que los S-ODN tienen capacidad de inducir la activacion del neutréfilo, pero en
forma independiente de la secuencia ostentada y, aparentemente, dependiente de las
caracteristicas del esqueleto;

(4) que la metilacién en CpG de un S-ODN activo no reduce su capacidad de inducir la

activacion del neutrdfilo (62).

Nuestros hallazgos también indicaron que el ADN de mamiferos es incapaz de
inducir la activacién de los neutrdfilos, lo cual supone la existencia de un PMAP en el
ADN bacteriano distinto de los motivos CpG. De hecho, diversos estudios
demostraron, tanto en el ADN natural como en ODN sintéticos, que motivos
moleculares distintos a los CpG tienen capacidad de inducir la activacién inmune (64,
71, 82-83). Es importante destacar, sin embargo, que en los tipos celulares analizados,
el ADN CpG también tiene capacidad de ejercer efectos estimulatorios. Por el
contrario, los hallazgos previos de nuestro grupo indicaron, no sélo que el ADN
bacteriano induce la activacion de neutréfilos humanos a través de un mecanismo
CpG-independiente, sino ademas, que los mismos son incapaces de responder a
motivos CpG (62). Resultados adicionales también indicaron que tanto el ADN simple
cadena como el doble cadena inducen la activacion de neutréfilos humanos, aunque la

eficiencia de cada uno depende de la funcién analizada (62).
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Por otra parte, hemos comprobado que el ADN bacteriano tiene la capacidad
de unirse a la superficie de los neutréfilos con una cinética saturable. Hallazgos
adicionales de nuestro grupo sugieren que el ADN bacteriano activa a los neutréfilos a
través de una via que no involucra al TLR9 endosomal. Esta afirmacion esta
sustentada en experimentos que demostraron que el ADN bacteriano inmovilizado en
placas de polipropileno, conserva su capacidad de inducir la activacion de los
neutrdfilos, indicando que no se requiere la internalizacién del ADN para gatillar la
activacion (62). Ademas, tanto la cloroquina (inhibidor de la acidificacion del
endosoma) como la wortmanina (inhibidor especifico de la PI3K que impide la
colocalizacién del ADN con el TLR9), dos compuestos con reconocida capacidad de
impedir la activacion celular mediada por ADN-CpG (62, 84-87), no inhibieron la
activacion del neutréfilo inducida por ADN bacteriano. Por otra parte, recientemente,
comprobamos que el ADN bacteriano tiene la capacidad de inducir la activacion de los
neutréfilos provenientes de ratones deficientes en TLR9 de un modo similar a la
observada en neutrdfilos de ratones salvajes (88). En conjunto estos hallazgos
sugieren que, a través de una molécula de la superficie celular, los neutréfilos podrian
reconocer ADN extracelular presente en microambientes bacterianos y activarse en

consecuencia.

6. Moléculas de la superficie celular involucradas en la unién a ADN

Debido a la localizacion endosémica del TLR9 se asume que, ante una
infeccidn bacteriana, las células se enfrentarian al ADN microbiano una vez que el
microorganismo ha sido endocitado y parcialmente digerido. Sin embargo, los
hallazgos realizados hasta el presente no han podido establecer de qué manera el
ADN bacteriano u ODN sintéticos adicionados a células en cultivo o empleados in vivo
como agentes inmunoestimulatorios, son dirigidos al compartimiento endosémico (43).
En este sentido, diversos trabajos demostraron que la incorporacion de ODN a las
células, ocurre con una cinética saturable, dependiente de la temperatura y de la
concentracién, compatible con un mecanismo de endocitosis mediado por receptor
(89-91). La caracteristica mas destacada de este receptor pareceria ser la carencia de

especificidad en la secuencia de nucledtidos del oligomero (43).
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A pesar de que en los ultimos veinte afos se ha reportado la existencia de
diversas proteinas con capacidad de unir ADN, con escasas excepciones, la identidad
de estas moléculas no ha sido dilucidada. Por ejemplo, en la linea celular mieloide
HL-60, se describio la existencia de una proteina membrana de 80 kDa con capacidad
de unir ODN (92) y en leucocitos de sangre periférica la de otra proteina de 30 kDa
con capacidad de unir ADN de alto peso molecular (93). También en la linea de
fibroblastos de ratéon L929 se encontraron dos proteinas de uniéon a ODN de 79 y 90
kDa (97) y en las células K562 se reportaron cinco proteinas de union a ODN con
pesos moleculares que oscilaron en 137-147 kDa, 79-85 kDa, 43-46 kDa, 29-32 kDa y
20-22 kDa (89). Sin embargo, ninguno de estos estudios logr6 una completa
identificacion del receptor para ADN. Trabajos mas recientes también adjudicaron la
capacidad de unir acidos nucleicos a la integrina Mac-1 (CD11b/CD18) y al receptor
scavenger del macrofago (SRA) (94-97). Sin embargo, estudios realizados con
animales SRA-knockout y células CHO transfectadas con el SRA, demostraron que
este receptor no esta involucrado en la union a ADN plasmidico ni a ODN (98-99). Los
estudios previos realizados por nuestro grupo, sugieren que la integrina Mac-1 no se
encuentra involucrada en el reconocimiento de ADN por neutréfilos humanos ya que la
activacion por ADN de E. coli no se vio inhibida por fibrinbgeno soluble ni por
concentraciones saturantes de un fragmento Fab de un anticuerpo anti-CD18 (62). Sin
embargo, estos resultados no descartan la posibilidad de que el ADN se una a un
dominio de Mac-1 no involucrado en la unién a fibrindgeno o no bloqueado por el
anticuerpo especifico, o que tenga mas afinidad por el receptor que los competidores

empleados.

7. Presencia de ADN bacteriano extracelular en microambientes inflamatorios

Numerosos trabajos han documentado la presencia de ADN extracelular en
virtualmente todos los ambientes habitados por bacterias (700-105). Las bacterias
naturalmente transformables liberan ADN cromosémico al medio de cultivo (702, 106-
109). Se ha propuesto que ademas de ser un sustrato para la transformacion genética,
el ADN bacteriano liberado podria servir en mecanismos de reparaciéon del ADN y
eventualmente como fuente de nutrientes durante situaciones de competencia
nutricional. De hecho, trabajos previos han demostrado que cepas de E. coli que

consumen ADN son mas aptas que las mutantes incapaces de metabolizarlo (7102).
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Por otra parte, el ADN extracelular bacteriano juega un rol importante en la
formacion y composicién de los biofilms, que son comunidades estructuradas de
bacterias inmersas en una matriz polimérica hidratada adheridas a una superficie viva
o inerte (170-1117). La importancia de estas comunidades es claramente ilustrada por
observaciones que sugieren que mas del 60% de las infecciones bacterianas parecen

involucrarlas (1712).

Estudios realizados con la cepa PAO-1 de Pseudomonas aeruginosa, una
bacteria extensamente empleada como modelo de formaciéon de biofilm, indicaron que
el ADN extracelular presente en la matriz de los biofilms representa su componente
principal, tiene la misma secuencia primaria y es 50% mas abundante que el ADN
intracelular. La presencia de ADN extracelular formando parte de la matriz no se
restringe a biofilms formados por esta cepa de referencia, dado que también se hallo
abundante cantidad de ADN extracelular en aislamientos clinicos de P. aeruginosa
(111, 113-115). Se ha demostrado que el ADN extracelular juega también un rol
durante la formacion de biofilms en Streptococcus intermedius, Streptococcus mutans,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis (110,
116-118), y ha sido propuesto como un componente importante de los biofilms
formados por Streptococcus pneumoniae (119), asi como también en biofilms no
saturados de multiples especies (708). Resulta importante destacar que se han
encontrado cantidades significativas de ADN doble cadena en biofilms formados in

vivo por Haemophilus influenzae (120).

8. Biofilms bacterianos

A mediados del siglo pasado, Claude Zobell y otros investigados notaron que
las bacterias acuaticas eran mas numerosas sobre superficies sélidas en
contenedores que como células individuales en suspensidon. En base a estas
observaciones se concluyé que las bacterias prefieren un estilo de vida comunitario
asociado a superficies a un existencia némade (727). Hoy sabemos que ese estilo de
vida en comunidad conocido como biofilm, representa un modo de crecimiento de
resistencia que permite a las bacterias sobrevivir en ambientes hostiles y también

dispersarse y colonizar nuevos nichos (1271-122).
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Los biofilms han sido descriptos como comunidades microbianas adheridas a
superficies bidticas o abidticas. Sin embargo, ellos no son simplemente un ensamblaje
de células adheridas a una superficie, sino que son sistemas biolégicos estructural y
dinamicamente complejos donde abunda la comunicacion quimica célula-célula (7123).
Las bacterias, por si mismas, comprenden una fraccion variable del volumen del
biofilm (generalmente entre el 5 y el 35%). El resto del volumen estd compuesto por
una matriz extracelular formada por un complejo polianiénico hidratado compuesto por

exopolisacaridos de origen bacteriano, ADN y proteinas (111, 123).

Observaciones in situ de la estructura de los biofilms empleando microscopia
laser confocal (MLC) mostraron bacterias sésiles creciendo en microcolonias
heterogéneas inmersas en una matriz, surcadas por canales abiertos por el que circula
fluido (figura 3). Esta arquitectura compleja fue uno de los primeros indicadores de que
el desarrollo de los biofiims no es simple ni uniforme, sino mas bien complejo y
diferenciado. La capacidad de los canales de facilitar la eficiente provisiéon de
nutrientes y eliminacion de desechos, proporcioné el primer vinculo entre estructura y
funcion (127).
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Figura 3: Etapas del ciclo de vida del biofilm. 1: células individuales colonizan la superficie.
2: se producen sustancias poliméricas extracelulares y la adhesion se torna irreversible.
3y 4: se desarrolla la arquitectura del biofilm y madura. 5: células individuales son liberadas del
biofilm, las cuales pueden colonizar nuevos nichos.
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Recientemente, utilizando P. aeruginosa como modelo, se ha comprobado que
la formacién de los biofilms ocurre como una secuencia regulada de desarrollo que
puede dividirse en cinco etapas (figura 3). Las dos primeras etapas estan
caracterizadas por una asociacién transitoria con la superficie seguida por una
adhesion robusta. Las etapas 3 y 4 involucran la agregacién de las células en
microcolonias y su posterior crecimiento y maduracion, adquiriendo una estructura
plana o una con forma de hongos dependiendo de la fuente de nutrientes disponible.
Finalmente, la quinta etapa se caracteriza por la recuperacidon de la movilidad
transitoria de parte de las células que integran el biofilm, las cuales son liberadas para

colonizar nuevos nichos (7127).

¢ Qué ventaja adaptativa presenta la formacion de biofiims que lo hace un
fendmeno tan extendido en la naturaleza? En primer lugar, las superficies proveen
cierto grado de estabilidad en el medio y pueden presentar funciones cataliticas al
localizar a las células proximas unas de otras. Por otra parte, la formacion de biofilms
provee proteccién frente a multiples desafios ambientales como la exposicion a rayos
UV, la toxicidad por metales, la deshidratacion y la salinidad, la fagocitosis, los
antibidticos y los agentes antimicrobianos (727). Finalmente, la matriz extracelular
podria ayudar a captar y concentrar minerales esenciales y nutrientes del medio
circundante (723).

9. Biofilms en enfermedades infecciosas

Ademas de estar presentes en ambientes acuaticos naturales, los biofilms son
cruciales en la patogénesis de muchas infecciones bacterianas crénicas subagudas,
como infecciones por Pseudomonas en los pulmones de pacientes con Fibrosis
Quistica (FQ), en los calculos renales infecciosos, en endocarditis bacterianas, asi
como también en infecciones en dispositivos médicos (724). Recientemente, se ha
comprobado que los biofilms también estan involucrados en las infecciones cronicas
de quemaduras (725). Las infecciones mediadas por biofilms comprometen la calidad

de vida y pueden estar asociadas a una mayor mortalidad (723).

La importancia de estas comunidades es ilustrada claramente por

observaciones que sugieren que los biofilms estan presentes en mas del 60% de todas
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las infecciones bacterianas (7172). Sin embargo, el impacto de los biofilms en
enfermedades infecciosas puede aun estar siendo subestimado debido a la dificultad
para diagnosticar su presencia como resultado de la diversidad de microorganismos
involucrados y de los distintos nichos que pueden infectar en el huésped. En este
sentido Parsek y Singh propusieron el siguiente criterio para definir a las infecciones
causadas por biofilms (122, 124):

1) Las bacterias patogénicas estan asociadas a una superficie o formando
agregados.

2) La examinacién directa del tejido infectado indica la presencia de agregados
bacterianos o microcolonias, recubiertos por una matriz que puede ser de origen
microbiano o del huésped.

3) La infeccidbn se encuentra confinada a localizaciones particulares del
huésped.

4) La infeccidn es resistente al tratamiento con antibiéticos a pesar de haberse

demostrado la susceptibilidad de las bacterias en su estado plancténico.

Los biofiims son dificiles de erradicar porque son resistentes a biocidas,
antibidticos y a la respuesta inmune innata del huésped. Particularmente, las bacterias
asociadas a los biofilms exhiben un tipo de tolerancia a antibiéticos que es distinta a la
resistencia a antibiéticos convencional ya que no es debida a mecanismos genéticos
basicos (mutacion génica o transferencia horizontal) sino que esta determinada por
este modo particular de crecimiento (121, 123-124). Es por estos motivos, que las
estrategias tradicionales de combate frente a infecciones bacterianas resultan
ineficientes cuando éstas son mediadas por biofilms. Actualmente se estan evaluando
diversas estrategias terapéuticas alternativas que incluyen: moléculas que afecten la
comunicacion célula-célula (quorum-sensing), sustancias que despolimericen la matriz
extracelular, tratamientos empleando bacteri6fagos, métodos fisicos y el empleo de
combinaciones de antibidticos que sean eficientes frente a esta forma de crecimiento
bacteriano (123).

10. Respuesta inmune frente a biofilms

Los biofilms, ademas de ser poco susceptibles a los antibidticos, exhiben

resistencia a los mecanismos de defensa del huésped. Las primeras evidencias de
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esta resistencia provienen de especimenes clinicos analizados por microscopia
electrénica en los que se observaron que los fagocitos y los anticuerpos del huésped
rodean al biofilm pero no logran penetrarlo (726). Estudios mas recientes, indicaron
que los leucocitos penetran en los canales, pero logran un escaso acceso a las
bacterias que estan inmersas en la matriz de exopolisacaridos en biofiims de
S. aureus. Asimismo, los leucocitos mostraron una morfologia compatible con la de
células no estimuladas y escasa movilidad y fagocitosis (727). Por otra parte, se
observd que los neutréfilos en contacto con biofilms de P. aeruginosa quedan
inmovilizados en la matriz extracelular y, aunque existe fagocitosis de las bacterias, los
neutréfilos muestran una capacidad disminuida para generar intermediarios reactivos
del oxigeno (728). A su vez, el alginato (exopolisacarido de la matriz), protegioé a los
biofilms de P. aeruginosa de la fagocitosis por macréfagos activados por INF-y (729).
Es interesante notar que la presencia de neutréfilos no solo resulta ineficiente para
eliminar los biofilms de P. aeruginosa sino que ademas puede incrementar su
desarrollo. De hecho, estudios realizados por Walker y colaboradores demostraron
que la presencia de neutréfilos potencia la formacién de biofilms a través de un
mecanismo que involucra la participacién del ADN celular y de filamentos de actina
liberados de los neutréfilos que mueren por necrosis, los cuales favorecen la unién y la

cohesioén de la matriz (730).

Recientemente se ha demostrado en E. coli que el antigeno 43, una proteina
que media la agregacion bacteriana, favorece la fagocitosis por los neutrofilos pero las
bacterias internalizadas se mantienen viables por largos periodos de tiempo (737). Por
otra parte, Jensen y colaboradores han comprobado que P. aeruginosa produce una
sustancia que mata a los neutrdfilos, llamada rhamnolipido B, sugiriendo la existencia

de mecanismos activos de evasion del sistema inmune (7132).

La respuesta inmune adaptativa frente a biofilms también resulta ser poco
eficiente. En particular se ha comprobado que las IgG se unen a la periferia de las
microcolonias, tienen baja capacidad para penetrar la matriz de exopolisacaridos y
fallan en inducir la fagocitosis mediada por opsoninas y la muerte de las células del
biofilm (733-134). Sin embargo, se ha demostrado que algunos anticuerpos que
interfieren con la adhesion de las bacterias a las superficies logran inhibir la formacién
de los biofilms, sugiriendo que la respuesta mediada por anticuerpos podria jugar un

rol en prevenir su establecimiento y desarrollo (135).

33



11. Infecciones mediadas por biofilms de P. aeruginosa

Considerando el papel critico que juegan los biofiims en la patogénesis de
muchas enfermedades infecciosas bacterianas, trabajos previos han caracterizado la
interaccion neutréfilo-biofilm y se han enfocado en la accién ejercida por sefales de
quorum-sensing y por la matriz de exopolisacaridos en la funcién de los neutréfilos
(128, 136-137). Sin embargo, ningun trabajo previo de nuestro conocimiento ha
analizado si el ADN bacteriano extracelular, ademas de tener un rol en la formacion y
composicion de los biofilms, juega también un papel en la modulacion de la respuesta

inmune mediada por los neutrdfilos.

En la presente tesis empleamos a P. aeruginosa como organismo modelo de la
formacion de biofilms bacterianos para estudiar el impacto del ADN extracelular en la
respuesta anti-microbiana mediada por neutrdéfilos. La eleccidon de P. aeruginosa se
basd, en primer lugar, en el vasto conocimiento disponible sobre el crecimiento, la
estructura, la fisiologia de los biofiims de esta especie; en la disponibilidad de
herramientas para su estudio; y en el conocimiento sobre la presencia, abundancia y
distribucion del ADN extracelular en los mismos. Por otra parte, P. aeruginosa es una
especie bacteriana de gran relevancia clinica por ser un importante agente infeccioso
causante de variadas infecciones agudas y crénicas, incluyendo infecciones en
quemaduras asi como también infecciones en las vias respiratorias, urinarias, en ojos
y oidos (738).

Esta especie bacteriana, esta bien adaptada a los ambientes hospitalarios
debido a su versatilidad nutricional, minimos requerimientos para su crecimiento y la
extensa adquisicion de resistencia a antibidticos (728). Por estos motivos,
P. aeruginosa es causante de un importante nimero de infecciones intrahospitalarias
al afectar catéteres empleados en dialisis peritoneales y en el tracto urinario. A su vez,
las infecciones pulmonares crénicas de P. aeruginosa son responsables de la alta
morbilidad y mortalidad que afectan a la gran mayoria de los pacientes con fibrosis
quistica (FQ) (739). Una caracteristica comun de las infecciones mediadas por
P. aeruginosa es que son causadas por la asociacion de bacterias con superficies, ya
sea tejidos vivos o implantes, y por ende pueden ser consideradas como

enfermedades asociadas a biofilms (740).
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La FQ es la enfermedad hereditaria fatal mas comun en la poblacién caucasica,
afectando a 1 de cada 2500 nacimientos. La FQ es causada por mutaciones recesivas
en el gen CFTR que codifica para un canal de cloro transmembrana expresado en el
epitelio de multiples 6rganos. Los pacientes con esta patologia desarrollan una
enfermedad multiorganica que afecta principalmente a los pulmones dando lugar a una
falla respiratoria que conduce a la muerte (747). La enfermedad pulmonar en estos
pacientes se debe a infecciones recurrentes que resultan en una inflamacion cronica,
presencia de un moco espeso en las vias respiratorias, bronquiectasia y neumonia.
Las recurrentes inflamaciones exacerbadas en los pulmones son la causa de las
hospitalizaciones frecuentes y de la declinacion en la funcién pulmonar que conduce,

en ultima instancia, a la falla respiratoria (7417).

Durante la infancia estos pacientes se infectan principalmente con
Staphyloccocus aureus o Haemophilus influenzae, pero en pacientes de mayor edad la
infeccion predominante es mediada por P. aeruginosa (141). Las infecciones con estos
patégenos producen un infiltrado de neutrdéfilos que, en huéspedes no comprometidos
eliminarian la infeccion. Sin embargo, en los pacientes con FQ, la falla para erradicar
de la infeccidon conduce a un infiltrado persistente de neutréfilos que lleva a la

bronquiectasia y la fibrosis (147).

P. aeruginosa posee una enorme flexibilidad genética y metabdlica que le
permite adaptarse al entorno y persistir dentro de las vias respiratorias de pacientes
con FQ. Los genotipos y fenotipos de las cepas presentes en estadios tardios de la
enfermedad difieren sustancialmente de aquellos que inicialmente colonizan los
pulmones (742). De hecho, la conversion de P. aeruginosa de un fenotipo no mucoide
a uno mucoide, caracterizado por una sobreproduccién del exopolisacarido alginato,
marca la transicion a un estadio mas persistente, caracterizado por resistencia a
antibioticos y una declinacién pulmonar acelerada (743-145). Un tratamiento exitoso
para pacientes con FQ requerira cortar el ciclo de infecciones recurrentes, evitar la
formacion de biofilms o favorecer la eliminacion de aquellos que estén establecidos, y

reducir la inflamacion y reclutamiento excesivo de neutrdfilos a las vias respiratorias.
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12. Objetivos

Los objetivos generales de esta tesis fueron:

1. Determinar el impacto del ADN extracelular de los biofilms de P. aeruginosa en la

respuesta proinflamatoria mediada por los neutréfilos.

2. ldentificar al receptor de los neutréfilos responsable de la union al ADN bacteriano
extracelular y de la activacion ejercida por este agonista.

Objetivos particulares:

1.1. Determinar la capacidad del ADN de la matriz extracelular de biofilms formados
por la cepa de Pseudomonas aeruginosa de referencia PAO-1, de inducir: (1) la
secrecion de citoquinas proinflamatorias por neutrofilos; (2) su degranulacion; (3) la
fagocitosis de bacterias; (4) el estallido respiratorio; y (5) la liberacidon de NETSs.

1.2. Determinar la capacidad del ADN presente en la matriz extracelular de biofilms
formados por cepas con fenotipo mucoide aisladas de pacientes con fibrosis quistica
que padecen infeccion pulmonar crénica por P. aeruginosa, de inducir la activacion de
los neutrdfilos.

2.1. Completar la caracterizacion de la unién del ADN bacteriano a los neutréfilos.

2.2. Identificar una secuencia en el ADN con mayor capacidad de unirse y activar a los

neutrofilos.

2.3. Establecer condiciones éptimas para el aislamiento de proteinas de la superficie

del neutrofilo con capacidad de unir ADN.

2.4. |dentificar por MALDI-TOF las proteinas del neutréfilo con capacidad de unir ADN.

2.5. Evaluar a las proteinas identificadas por MALDI-TOF como posibles receptores.
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Materiales y metodos

“El mundo no progresaria Si
después de cada falta nos
pusiéramos a llorar sin fin”

Cicerdén, Marco Tulio
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Los estudios llevados a cabo en este trabajo han sido evaluados y aprobados por los

comités de ética y de docencia institucionales.

Purificacion de neutréfilos humanos

Las muestras de sangre fueron obtenidas de dadores sanos, o de un donante
deficiente en la molécula CD18 (LAD1), mediante puncién de la vena del antebrazo.
Los neutréfilos fueron aislados a partir de sangre humana heparinizada mediante
centrifugacién en gradiente de Ficoll-Hypaque (Ficoll Pharmacia, Suecia; Hypaque,
Winthrop Products, Argentina) y sedimentacion en dextran de acuerdo a lo
previamente descripto (88). Los eritrocitos contaminantes fueron removidos por lisis
hipotonica. Luego de un lavado con solucién fisiolégica, las células (>97% de
neutréfilos determinado por citometria de flujo) fueron resuspendidas en medio
completo: RPMI 1640 sin rojo fenol (HyClone Laboratories Inc; EEUU) suplementado
con 5 mg/ml de albumina sérica humana libre de endotoxinas (Laboratorio de

Hemoderivados; Argentina).

Todas las preparaciones de neutréfilos fueron analizadas mediante citometria
de flujo para garantizar que sus parametros FSC/SSC fueran compatibles con los de
células no activadas. Con el fin de minimizar la activacién espontanea de los
neutrdfilos, las células fueron utilizadas inmediatamente luego de la purificacion. Todos

los materiales empleados fueron estériles y libres de endotoxinas.

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se utilizd Pseudomonas aeruginosa como organismo modelo de formacién de
biofiims. Las cepas PAO-1 (salvaje) y PAO-JP2 (las/ rhll doble mutante) fueron
gentilmente provistas por la profesora Barbara Iglewski (Departmento de Microbiologia
e Inmunologia, University of Rochester, USA); y las cepas PAO-1 expresando CFP o
GFP fueron provistas por el profesor Tim Tolker-Nielsen (Centro para la Biociencia y la
Tecnologia, Technical University of Denmark, Dinamarca). Las bacterias fueron
cultivadas rutinariamente a 37°C en medio de Luria-Bertani (LB) o LB agar. Para el

desarrollo de biofilms, las bacterias fueron crecidas en medio LB a 37°C durante 18 hs
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(densidad o6ptica a 600 nm =~1), y luego un inéculo de dicho cultivo fue diluido 1:1000
en medio minimo AB suplementado con 10 mM de glucosa. Las bacterias asi
suspendidas fueron sembradas en placas de cultivo de poliestireno de 96 pocillos con
fondo plano (Greiner; Alemania) o en camaras con base de borosilicato de 170 pum
(Lab-Tek Nunc, Dinamarca) para estudios de MLC, y cultivadas durante 48 hs a 37°C.

El medio fue reemplazado por medio fresco luego de 24 hs de cultivo.

Acidos nucleicos empleados

En los experimentos realizados en esta tesis se emple6 ADN gendémico de
E. coli adquirido a Worthington (EEUU); ADN de placenta humana, poli-
deoxiadenosina-timidina, poli-deoxiguanosina-citosina, acido poliadenilico y ARNt de
levaduras adquiridos a Sigma-Aldrich (EEUU). Los oligonucleétidos indicados en la
tabla 2 fueron sintetizados por IDT-DNA (EEUU). También se empled ADN gendmico

de P. aeruginosa y el plasmido Bluescript Il KS+.

El ADN genomico de P. aeruginosa se obtuvo mediante purificacion con CTAB
a partir de la cepa PAO-1 de acuerdo a protocolos previamente descritos (746). El
plasmido Bluescript || KS+ se obtuvo a partir de la cepa de E. coli DH5a empleando el
kit de Maxi Prep de Qiagen (Alemania). Para los ensayos de activacién de neutrdfilos,
los ADN obtenidos a partir de bacterias fueron purificados por pasaje a través de
columna de polimixina B-agarosa (Sigma-Aldrich; EEUU) para eliminar las trazas de

endotoxinas contaminantes de la preparacion.

Biotinilacion del ADN

La biotinilacion de los ADN se realizé utilizando el reactivo Photoprobe (long
arm) biotin adquirido en Vector Laboratories (EEUU) de acuerdo a indicaciones del
fabricante. En el caso del ADN de E. coli (0,8 mg/ml) éste fue incubado con el reactivo
photoprobe long arm (0,2 mg/ml) durante 30 minutos en bloque térmico a 95° C. Por
otra parte, la biotinilacién del plasmido Bluescript Il KS+ y la del ADN gendmico de la
cepa PAO-1 de P. aeruginosa fue realizada mediante irradiacion de las muestras

ubicadas a 2 cm de una lampara de mercurio de 365 nm en bafio de hielo. En todos
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los casos, luego de la reaccidén, el exceso de reactivo de biotinilacion fue eliminado

mediante dos extracciones sucesivas con un volumen de 2-butanol, previo incremento

en el pH de la fase acuosa a 9,5 para favorecer la extraccion. Finalmente el ADN

biotinilado fue precipitado con Y2 de volumen de acetato de amonio 10 M y 2,5

volumenes de etanol absoluto frio. El pellet fue lavado con etanol 70% y resuspendido

en agua destilada.

Nombre Secuencia Caracteristicas
Caja -10 A AACTATAATGCCTATAATTAC g:é?e'r?:nge( apr:ﬁ;“ec:‘s’;‘)as
Caja-10'S GTAATTATAGGCATTATAGTT g:é?e}?fnge(spéﬁrsne‘;tores

. Caja -35 de promotores
Caja-35A AATTGTTGACACCTGGTGTTGACATTA bacteriano (antisense)
. Caja -35 de promotores
Caja-35S TAATGTCAACACCAGGTGTCAACAATT bacteriano (sense)
SDS TAAGGAGGATGTAAGGAGGAT ggf;:rﬂgisiifg)'”e'
SDA CATCCTCCTTACATCCTCCTT gi%‘:r’;g'a(adneﬁf:r'g')
Terminador rho indep. con
stem de 12 pb
Rho 1 AATATTTTAGAGGCCAGGCTGGGAAACCAGCCTGGC ¥
CTTTTTTATTGGT
Terminador rho indep. con
stem de 10 pb
Rho 2 ATTAAGCAGAAGGCCATCCTTCTGGATGGCCTTTTTA
TCTGTTC
Terminador rho indep. con
stem de 13 pb
Rho 3 AATATTTTAGCGCCCAGCCTGGCCGTAAGGCCAGGC
TGGGCTTTTTTATTAAG
F6 TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT ODN CpG
F6K TGCTGCTTTTGTGCTTTTGTGCTT ODN GpC

Tabla 2: Oligonucledtidos adquiridos a IDT-DNA. En todos los casos las uniones son
fosfodiéster. Las secuencias de interés estan resaltadas en rojo.
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Ensayo de unién del ADN biotinilado a la superficie de neutréfilos humanos

Los neutréfilos (5 x 10%/ml) fueron incubados con las concentraciones indicadas
de ADN de E. coli biotinilado (ADN-biot), el ADN biotinilado de la cepa PAO-1 o el
plasmido Bluescript Il KS+ biotinilado en PBS con SAH (5 mg/ml) durante 30 minutos a
4 °C. Luego fueron lavados con solucién fisiolégica fria e incubados durante 10
minutos adicionales con avidina-FITC (10 pug/ml) en PBS con SAH (5 mg/ml) a 4°C.
Luego, las células fueron lavadas con PBS frio, fijadas en frio con paraformaldehido

0,25% vy la fluorescencia determinada mediante citometria de flujo o MLC.

Producciéon de IL-8 en respuesta al ADN bacteriano y otros agonistas

Los neutréfilos resuspendidos en medio completo (5 x 10% ml) fueron
incubados en placas de 96-pocillos durante 3 horas a 37°C bajo una atmésfera
compuesta por 5% de CO, y 95% aire humedo, en presencia de la preparacion de
ADN de E. coli, de P. aeruginosa (soluble o inmovilizado a la placa), el plasmido
Bluescript Il KS+,  poli(dA-dT)*poli(dT-dA),  poli(dG-dC)*poli(dC-dG), los
oligonucledtidos indicados, Pam3CSK4 (Invivogen; EEUU), FMLP, LPS o PMA
(Sigma-Aldrich; EEUU). En el caso de la evaluacion de la respuesta al LPS se emple6
medio con suero fetal bovino al 10%. Luego los sobrenadantes fueron colectados y la
concentracién de IL-8 liberada al medio determinada a través de un ensayo de ELISA

de captura standard, siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D; EEUU).

Microscopia Laser Confocal

Se utilizé un microscopio laser confocal Carl Zeiss LSM510- Axiovert 100M
equipado con un objetivo de inmersién en aceite Plan-Neofluar 100 x/1.3, un objetivo
C-Apochromat 63x/1.2 W corr y un objetivo C-Apochromat 40x/1.2 W corr. Algunas
imagenes fueron adquiridas utilizando el MLC Fluo View FV1000 (Olympus; Japon)
equipado con un objetivo de inmersion en aceite Plapon 60X/1.42. Los biofilms y su
interaccion con los neutrofilos fue observada en camaras con base de borosilicato. Las
imagenes de diferentes colores fueron adquiridas mediante un escaneo secuencial con

condiciones 6ptimas para GFP, FITC o 123-rodamina: excitacién a 488 nm con linea
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de laser de argon y deteccion de la luz emitida con un filtro de emision pasa altos de
505 nm o con un filtro de emisién pasa banda de 505-530 nm cuando fue combinado
con ficoeritrina; CFP: excitacion a 488 nm y deteccion de la luz emitida entre 475 y 525
nm; SYTO9: excitacién a 488nm y deteccion de la luz emitida entre 505 y 530 nm; IP:
excitacion a 543 nm con laser HeNe y deteccién de la luz emitida con filtro pasa altos
de 560 nm; ficoeritrina: excitacion a 488 nm y deteccion de la luz emitida con filtro
pasa altos de 560 nm. Las imagenes fueron adquiridas escaneando diferentes
secciones opticas y las imagenes tridimensionales fueron reconstruidas utilizando el
programa Zeiss LSM Image Browser versién 4.0.0.157 o el programa de Olympus
FV10-ASW. El analisis cuantitativo de las secciones opticas se realizé con el programa
Imaged (NIH; EEUU).

Tratamiento de los biofilms con DNasa |

Con el fin de remover las bacterias no adheridas, los biofilms de 2 dias fueron
suavemente lavados, primero con NaCl 0,9%, y luego con medio RPMI 1640 sin rojo
fenol. Los biofilms en RPMI 1640 fueron incubados en presencia de 90 Kunitz
unidades de DNasa | (Invitrogen; EEUU) por ml, DNasa inactivada por calor, o medio
(vehiculo) durante 60 min a 37°C (figura 4). Finalmente, fueron lavados dos veces con
RPMI 1640, excepto indicacién contraria. La biomasa de los biofilms, luego del
tratamiento con DNasa, fue cuantificada por tinciébn con cristal violeta (0,1%
peso/volumen) de acuerdo a lo previamente descripto (700). La viabilidad de las
bacterias, luego del tratamiento con DNasa |, fue evaluada en biofilms de la cepa
PAO-1 crecidos en camaras de borosilicato empleando el kit de viabilidad LIVE/DEAD
Bac Light (Invitrogen; EEUU) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La
estructura de los biofilms y su contenido de ADN extracelular, luego del tratamiento
con DNasa I, fueron monitoreados en biofiims de la cepa PAO-1 expresando CFP
cultivados en camara de base de borosilicato. El exopolisacarido fue revelado con
concanavalina A-FITC (5 ug/ml) y el ADN con IP (3 pM; Sigma). Las imagenes de MLC

fueron adquiridas como se mencion¢ arriba.

42



Medicion de la produccion de citoquinas por los neutréfilos en respuesta a

biofilms

Los neutrdfilos (100 ul, 2 x 106/ml) resuspendidos en medio completo fueron
sembrados por goteo en el centro de pocillos conteniendo biofilms de las cepas
PAO-1, JP2, F1432 o0 1208, tratados o no con DNasa |, y fueron co-cultivados durante
3 hs a 37°C. Finalmente, se recolectaron los sobrenadantes de cultivo y en ellos se
determind la concentracion de IL-8 (R&D; EEUU) e IL-1B (eBioscience; EEUU)
mediante ELISA (figura 4).

7Yy
=

48 hs

Vehiculo / \DNasa

Neutréfilos m @ Neutréfilos

N— _/

Produccion de IL-8 and IL-1f3 por ELISA y otras pruebas funcionales de
los neutréfilos mediante microscopia confocal

Figura 4: Esquema del protocolo experimental indicando el tratamiento al que fueron

sometidos los biofilms con DNasa | y su co-cultivo con neutréfilos humanos.

En algunos experimentos, células plancténicas de la cepa PAO-1
correspondientes a cultivos en fase media de crecimiento exponencial, crecidas en

medio minimo AB suplementado con glucosa 10 mM y agitacion continua, fueron
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incubadas en presencia de 90 Kunitz unidades de DNasa | (Invitrogen) por ml o medio

(vehiculo) durante 60 min a 37°C. Luego, las bacterias fueron lavadas dos veces y

6
co-cultivadas con los neutrofilos (100 pl, 2 x 10 /ml) resuspendidos en medio completo,
durante 3 hs a 37°C. Finalmente, los co-cultivos fueron centrifugados, los
sobrenadantes fueron recolectados y en ellos se determiné la concentracion de IL-8 e
IL-1B.

Expresion de marcadores de superficie en neutréfilos co-cultivados con biofilms

Se sembraron neutréfilos (300 ul, 2 x 106/ml), resuspendidos en medio
completo, en el centro de biofilms crecidos en camaras de base de borosilicato
formados por las cepas PAO-1 expresando GFP o CFP tratados o no con DNasa | y se
incubaron durante 40 min a 37°C. Posteriormente, se removié cuidadosamente el
sobrenadante y los neutréfilos asentados sobre el biofiim fueron tefidos con
anti-CD18-FITC (BD Pharmingen; EEUU), anti-CD11b-PE (immunotech; Francia) o
anti-CD66b-FITC (BD Pharmingen; EEUU) por 20 min a 4°C. Luego de un lavado
suave, se agrego IP (3 uM) para visualizar el ADN extracelular en los casos indicados

e inmediatamente se obtuvieron imagenes mediante MLC.

Inmovilizacion de MPO al biofilm

Se sembraron neutréfilos (300 pl, 2 x 106/ml) resuspendidos en medio completo
en el centro de biofilms crecidos en camaras de base de borosilicato formados por la
cepa PAO-1 expresando CFP y se incubaron durante 60 min a 28°C. Posteriormente,
se removié cuidadosamente el sobrenadante, y se tifieron los biofilms con anti-MPO
conjugada a FITC (immunotech; Francia) por 20 min a 4°C. Luego de un lavado suave,
se agreg6 IP (3 pM) para visualizar el ADN extracelular e inmediatamente se

obtuvieron imagenes mediante MLC.
Alternativamente, se evalué la adherencia de la MPO a ADN inmovilizado a

placas de 96 pocillos y se cuantificé la actividad enzimatica empleando el sustrato
TMB (eBioscience; EEUU).
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Fagocitosis

Se sembraron neutréfilos (300 pl, 2 x 10%ml), resuspendidos en medio
completo, en el centro de biofilms crecidos en camaras de base de borosilicato
formados por la cepa PAO-1 expresando GFP tratados o no con DNasa | y se
incubaron durante 40 min a 37°C. Las membranas de los neutrdfilos fueron tefidas
con un anticuerpo anti-CD11b conjugado a PE por 20 min a 4°C. Luego, se fijaron las
células con paraformaldehido 4%, y se evalud la fagocitosis en co-cultivos intactos
mediante MLC determinando el nimero de bacterias dentro de cada neutréfilo en, al

menos, 5 campos por tratamiento por donante.

En un conjunto diferente de experimentos, se incubaron a los co-cultivos de
neutréfilos con biofiims de PAO-1 tratados o no con DNAsa | con microesferas de
poliestireno conjugadas a FITC por 40 min a 37°C, para evaluar la internalizacién de
un sustrato inerte. La visualizacion se realizé del mismo modo al descripto para la

fagocitosis de bacterias.

Monitoreo del estallido respiratorio

Los neutréfilos fueron incubados en medio completo con 10 pM
dihidrorodamina 123 (DHR 123, Invitrogen, EEUU) durante 15 min. Luego de dos
lavados, fueron resuspendidos en medio completo y sembrados (300 pl, 2 x 10%ml) en
el centro de biofilms crecidos en camaras de base de borosilicato formados por la cepa
PAO-1 tratados o no con DNasa [, e incubados durante 30 min a 28°C. Finalmente, se

adquirieron imagenes mediante MLC como se mencioné anteriormente.

Evaluacion de la liberacion de NET

Se sembraron neutrdfilos (300 pl, 2 x 10%ml), resuspendidos en medio
completo, en el centro de biofilms crecidos en camaras de base de borosilicato
formados por la cepa PAO-1 tratados o no con DNasa | y se incubaron durante 150
min a 37°C. Posteriormente, 220 pul de sobrenadante fueron removidos

cuidadosamente y se agregd al co-cultivo un anticuerpo anti-nucleosoma hecho en
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raton o su correspondiente control de isotipo (BD Pharmingen; EEUU). Luego de una
incubacion de 20 min a 4°C, la unién del anticuerpo primario fue revelada con un
anti-anticuerpo anti-lgG de ratén hecho en cabra conjugado a FITC (BD Pharmingen;
EEUU). Luego de remover cuidadosamente el sobrenadante para evitar la
desintegracién de las NET, se agregaron 200 ul de medio completo por goteo en el
centro del pocillo y 3 uM de IP inmediatamente antes de adquirir las imagenes por
MLC.

Con el fin de descartar la posibilidad de que, a pesar de los lavados, hubiera
quedado DNasa | residual en el cultivo que fuese capaz de digerir las NET que se
fueran formando, luego del co-cultivo de los neutréfilos con los biofilms pre-tratados o
no con DNasa |, se removieron los sobrenadante y en ellos se evalu6 la actividad de
DNasa I. Para ello, los sobrenadantes no diluidos fueron incubados con 50 ug/ml de
ADN de timo bovino por 150 min a 37°C y luego se analizaron los productos de
reaccion en un gel de agarosa 1%. En estos ensayos no se detecté una actividad de

DNasa | significativa (datos no mostrados).

Tratamiento de los neutréfilos con proteinasa K

Los neutréfilos (5 x 10%ml) fueron tratados con 100 pg/ml de proteinasa K
(Promega; en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Luego fueron lavados 3
veces con PBS con SAH (10 mg/ml) y posteriormente su capacidad de unir ADN y de
producir IL-8 en respuesta al ADN de E. coli fue determinada como se describio
previamente. Las células tratadas con esta enzima fueron también sometidas a
inmunomarcacion indirecta con un anticuerpo monoclonal anti-CD16 (molécula
expresada en altas concentraciones por el neutréfilo y sensible a la digestion por esta

proteasa).

Digestion del ADN de E. coli
El ADN de E. coli fue parcialmente digerido utilizando 2 unidades de DNAsa

RQ1 (Promega; EEUU) por cada mg de ADN. Los reactivos fueron incubados a 37°C
por 0, 2, 5, 20, 80 y 1000 minutos y la DNasa fue inactivada por calentamiento a 95°C
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durante 10 minutos. Los productos de reaccion fueron luego dializados frente a
solucion fisiologica y EDTA 1mM durante 3 horas a temperatura ambiente y
cuantificados evaluando la absorbancia a 260 nm. Los mismos fueron visualizados
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa al 0,8% conteniendo 50
mM de NaOH (para los fragmentos obtenidos luego de 0, 2 0 5 min de digestion) y en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 5% conteniendo urea 7 M (para los
fragmentos obtenidos luego de mas de 20 min de degradacién). Finalmente, el tamafio
de los fragmentos fue determinado por comparacion con marcadores de ADN de
tamafo conocido analizando el perfil de concentracién en cada calle en base a
imagenes del gel analizadas con el programa ImagedJ (NIH; EEUU). El rango de
tamafio de las moléculas de ADN obtenidas en cada digestion se determind

excluyendo el 10% de la masa de fragmentos de mayor y menor peso molecular.

Identificacion del fragmento del plasmido Bluescript Il KS+ que se une a la

superficie de los neutréfilos

Se digirieron 10 pug de plasmido Bluescript KS+ empleando 10 U de Hpall y/o
30 U de HinP1l (New England Biolabs; EEUU) en 50 ul buffer NEB1 durante 1 h a
37°C, y luego se inactivaron las enzimas mediante calentamiento por 20 min a 65°C.
Posteriormente, se ligaron 5 pmoles de fragmentos con 25 pmoles adaptadores
fosforilados con extremos compatibles con las enzimas empleadas, empleando 1 U de
ligasa T4 e incubando durante 3 h a 20°C y posterior inactivacion por calentamiento a
65°C durante 15 min. Luego, se amplificaron los productos de ligacién por PCR
empleando el primer ACAGGTGAATTCTGAGGCAAC complementario a los
adaptadores, realizando 25 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s, annealing a
56°C por 30 s y extensién a 72°C por 90 s de modo de no favorecer la amplificacién de

los fragmentos de menor tamafio.

Luego, se incubaron 10 ul de estos productos de PCR durante 30 min a 4°C en
presencia de 3x10° neutréfilos que previamente habian sido incubados con 1 mg/ml de
ARNt de levaduras a 4°C durante 5 min. Posteriormente, los neutrdfilos fueron lavados
dos veces con PBS, y el ADN unido fue eluido con NaCl 1M. El producto de elucion
fue amplificado por PCR y sometido a una segunda ronda de unioén, elucién y PCR. El

producto de esta segunda ronda fue sometido a electroforesis en geles de agarosa
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2%, la banda identificada fue eluida del gel y clonada en el vector pPGEM-T (Invitrogen;
EEUU) de acuerdo a instrucciones del fabricante. Luego, se aislaron colonias de cada
ensayo y se verificd por digestion con enzimas de restriccion el tamafo de los
fragmentos obtenidos, los cuales fueron luego secuenciados empleando el primer SP6

complementario al vector.

Purificacion de membrana plasmatica de neutréfilos

Se incubaron 5x10® neutréfilos en 20 ml de medio con SAH en presencia o
ausencia de FMLP 5x10° M durante 15 min a 37°C. Luego, se resuspendieron en
10 ml de buffer de ruptura (100 mM KCI, 3 mM NaCl, 1 mM ATP, 3,5 mM MgCl,, PMSF
1 mM, 10 mM de Piperazine N,N -bis2 ethan-sulfonic acid, pH 7,2). Se presurizaron las
células en nitrégeno gaseoso durante 7 min a 380 psi en una bomba de nitrégeno. El
cavitado fue recolectado gota a gota sobre EGTA de modo de alcanzar una
concentracion final de 1,5 mM. Los ndcleos y las células intactas fueron precipitados
por centrifugacion a 400 g durante 15 min. El sobrenadante fue luego sembrado sobre
un gradiente discontinuo de Percoll (preparado en buffer de ruptura + EGTA 1,5 mM)
formado por dos capas: una de 20 ml de una densidad de 1,065 g/ml y otra de 2 ml de
una densidad de 1,12 g/ml. Este gradiente fue centrifugado a 37.000 g durante 30 min
a 4°C empleando el rotor Sorvall SS-34. Luego, se recolectaron las fracciones
conteniendo membrana plasmatica y vesiculas secretorias de la interfase entre el
buffer de siembra y la capa de Percoll de 1,065 g/ml de densidad, y la ubicada en la
interfase entre las capas de 1,065 y 1,12 g/ml conteniendo los demas granulos del
neutrdfilos. Estas fracciones fueron ultracentrifugadas a 150.000 g durante 90 min a
4°C empleando el rotor SW40Ti. Para evaluar la pureza de las fracciones se determino
la actividad de la mieloperoxidasa empleando el sustrato cromogénico TMB
(eBioscience; EEUU) y la fosfatasa alcalina mediante el empleo de un kit comercial

(Biosystems; Argentina). Los resultados obtenidos estan detallados en la tabla 3.

Fosfatasa
alcalina (AU/h) MPO (Abs 450 nm) | Fosfatasa/MPO

Fraccion de membrana 6,77 0,109 62,1
Fraccion de granulos 0,1 2,469 0,04

Tabla 3: Evaluacion de actividad de fosfatasa alcalina y MPO en las facciones de membrana o
de granulos purificadas a partir de neutréfilos humanos.
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Deteccidn de proteinas con capacidad de unir ADN en la fraccién de membrana

de neutréfilos humanos

Estrategia 1:

En primer lugar, se biotinilaron fragmentos de ADN de E coli de 1-2 kb tal como
se describié previamente. Luego, se inmovilizaron 50 ug del ADN-biot a 1 mg de perlas
magnéticas conjugadas con estreptavidina especilmente disefadas para la uniéon de
ADN de alto peso molecular (KilobaseBinder kit Dynabeads, Dynal, EEUU), siguiendo

el protocolo provisto por el fabricante.

Posteriormente, las perlas magnéticas fueron incubadas durante 20 minutos
con 1 mg de la fraccion de membrana de neutroéfilos obtenida como se describi en el
item anterior, en un volumen de 1 ml. La uniéon de naturaleza inespecifica entre las
proteinas y el ADN unido a las perlas magnéticas fue reducida mediante una
preincubacion de la fraccion de membrana con 0,5 mg de poliadenosina y 0,5 mg de
ARN de transferencia de levaduras en buffer de ruptura con EDTA 2 mM. Luego, se
provoco la disrupcion de las membranas mediante agregado de Tritdén X-100 a una
concentracion final del 0,5% durante 20 min a 4°C. A continuacion, las perlas
magnéticas (que mantenian unidas a las proteinas con capacidad de unir ADN-biot)
fueron lavadas 3 veces con PBS, EDTA 2 mM y PMSF 1 mM. El primer lavado
contuvo, ademas, 0,5 mg/ml de poliadenosina, 0,5 mg/ml de ARNt de levaduras y
tritén X-100 0,5%.

Las proteinas unidas al ADN-biot asociado a las perlas magnéticas fueron
disociadas con NaCl 1 M y analizadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% con SDS (SDS-PAGE), los cuales fueron tenidos con plata. Las
bandas correspondientes a las distintas proteinas fueron escindidas de los geles y
enviadas al Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos por Espectrometria de Masa
MALDI TOF de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA para su analisis
por espectrometria de masa de tipo MALDI-TOF/TOF.
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Estrategia 2:

En primer lugar, se unié el ADN biotinilado a las perlas magnéticas de acuerdo
a lo descripto para la estrategia 1. Luego se incubaron las perlas magnéticas en
presencia de 5x10® neutréfilos resuspendidos en 1 ml de buffer Hepes 50 mM, NaCl
100 mM, 0,5 mg/ml de poliadenosina y 0,5 mg/ml de ARN de transferencia de
levaduras, pH 8 durante 20 min a 4°C. Posteriormente se agregaron 9 ml de un buffer
conteniendo Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, azul de metileno 20 uM, pH 8 y la muestra
fue incubada durante 30 min adicionales a 3 cm de una fuente de luz fluorescente para
producir la unién covalente entre el ADN y las proteinas de la superficie de los
neutréfilos. Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 500 g durante 10 min,
resuspendida en buffer de ruptura y cavitada por nitrégeno de acuerdo a lo descripto
anteriormente. Nosotros preveiamos que este procedimiento dejaria perlas magnéticas
unidas a ADN, el cual a su vez se encontraria asociado a las proteinas de union a
ADN que estarian inmersas en la membrana plasmatica. Por tal motivo, las perlas con
las membranas unidas al ADN fueron separadas magnéticamente y las membranas
fueron solubilizadas por incubacién en presencia de triton X-100 1% durante 20 min a
4°C. Manteniendo a las perlas inmovilizadas al magneto, se realizaron 3 lavados
exhaustivos con NaCl 1M y tritén X-100 1% para disociar las proteinas que no
estuvieran unidas covalentemente al ADN unido a las perlas magnéticas. Luego, las
mismas fueron lavadas 2 veces adicionales con PBS y posteriormente incubadas con
30 wl de PBS conteniendo MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM y 200 U/ml de DNasa |
(Invitrogen; EEUU) durante 30 min a 37°C para liberar las proteinas unidas
covalentemente al ADN. Finalmente se analizaron las muestras empleando la misma

metodologia que en la estrategia 1.

Estrategia 3:

En primer lugar, se solubilizaron las membranas de los neutréfilos mediante
incubacién con NP-40 0,5%, deoxicolato de sodio 0,5%, EDTA 2 mM, PMSF 1mM y
DTT 1 mM durante 30 min a 4°C. Luego se centrifugaron a 20.000 g durante 30 min. El
sobrenadante fue incubado con poliadenosina 0,5 mg/ml y ARNt de levaduras
0,5 mg/ml durante 10 minutos a 4°C vy, luego, se le adicionaron microesferas de

agarosa conjugadas a estrepatavidina (Pierce; EEUU) conteniendo al ADN
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inmovilizado. La muestra fue incubada durante 2 hs a 4°C con agitacién vaivén. Luego,
las microesferas fueron lavadas 3 veces con PBS, NP-40 0,5%, EDTA 2mM, PMSF 1
mM y DTT 1 mM. El primero de los lavados contuvo, ademas, poliadenosina 0,5%.
Finalmente las proteinas unidas fueron eluidas empleando NaCl 1M y analizadas por

espectrometria de masas.

Analisis bioinformatico

Las proteinas identificadas mediante espectrometria de masas fueron

analizadas empleando programas de bioinformatica sobre la base de:

- Su localizacion subcelular: empleando el programa WolF PSORT (747).

- Sus dominios proteicos: empleando la base de datos InterPro (748) y el
programa PSORT Il (147).

- Su expresion en distintos tipos celulares: empleando la base de datos
ArrayExpress (149).

- Su interaccion con otras proteinas: empleando la base de datos STRING (750)

- Su funcioén y otras caracteristicas: Uniprot

Analisis de expresién en superficie de proteinas en los neutréfilos

Se incubaron 5 x10° neutréfilos en 20 pl de medio RPMI con 5 mg/ml de SAH
en presencia de los siguientes anticuerpos: anti-CD11b conjugado a PE (Immunotech;
Francia), anti-CD18 conjugado a FITC (BD Pharmingen), anti-MPO conjugado a FITC
(BD Pharmingen; EEUU), control de isotipo conjugado a PE (Immunotech; Francia) o
control de isotipo conjugado a FITC (BD Pharmingen; EEUU) durante 20 min a 4°C.
Luego de lavadas, las células fueron fijadas con paraformaldehido 0,5% y la expresion

de los marcadores mencionados determinada por citometria de flujo.

Alternativamente, se incubaron 5 x10° neutréfilos en presencia de los
anticuerpos: anti-elastasa hecho en conejo (Calbiochem; EEUU), anti-MNDA hecho en
cabra (Santa Cruz Biotechnology; EEUU), anti-moesina hecho en ratén (Sigma-

Aldrich), IgG de conejo (Jackson Immunoresearch; EEUU), IgG de cabra (Santa Cruz
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Biotechnology; EEUU) o IgG de ratéon (Jackson Immunoresearch; EEUU) durante
20 min a 4°C. Luego, fueron lavados y la uniéon de los anticuerpos primarios fue
revelada empleando anticuerpos anti-lgG de conejo, anti-lgG de cabra o anti-lgG de
ratdbn segun correspondiera, conjugados a FITC (Jackson Immunoresearch; EEUU).
Finalmente, las células fueron fijadas con paraformaldehido 0,5% y la expresion de los

marcadores fue determinada por citometria de flujo.

Analisis de la expresidn intracelular de proteinas en los neutréfilos

Se fijaron 5 x10° neutréfilos empleando paraformadehido 4% en PBS durante
20 min a temperatura ambiente. Luego, se permeabilizaron utilizando buffer saponina
(saponina 0,05% y BSA 0,5% en PBS) durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se bloquearon los grupos libres que pudieran haber quedado del
paraformaldehido con glicina 0,1 M durante 10 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se incubaron las células en 20 ul de buffer saponina en presencia de los
anticuerpos: anti-MPO conjugado a FITC, control de isotipo conjugado a FITC,
anti-elastasa hecho en conejo, anti-MNDA hecho en cabra, anti-moesina hecho en
ratén, 1gG de conejo, IgG de cabra o IgG de ratén durante 20 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, las células fueron lavadas con buffer saponina, e incubadas
con su correspondiente anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo, anti-lgG de cabra o
anti-lgG de raton) conjugado a FITC. Finalmente, fueron lavadas dos veces con buffer
saponina, fijadas con paraformaldehido 0,5% y la expresion de los marcadores

determinada por citometria de flujo.
Analisis estadistico

La significacion estadistica de los resultados obtenidos en los estudios de esta
tesis fue determinada utilizando la prueba no paramétrica de Friedman para multiples

comparaciones con el post-test de Dunns o el test de rangos pareados de Wilcoxon.

Se definio la significacion estadistica como p < 0,05.
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Resultados

“Ess mi trabajo no estar nunca satisfecho”

Wernher von Braun
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Parte 1

ADN extracelular: un componente
proinflamatorio relevante de los biofilms

de P. aeruginosa
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Los neutréfilos humanos unen y son activados por ADN de P. aeruginosa

Como mencionamos en “Introduccion”, el ADN bacteriano es un componente
clave en la formacion y composicién de biofilms de P. aeruginosa. Por esta razén, y
considerando que nuestros estudios previos indicaron que los neutréfilos son
activados por ADN inmovilizado a superficies, decidimos evaluar si el ADN de la matriz
extracelular de biofilms bacterianos podria comportarse como un agonista de los
neutrdéfilos. Para ello, dado que nuestros estudios previos fueron realizados con ADN
de otras especies bacterianas determinamos, en primer lugar, si el ADN doble cadena
purificado a partir de la cepa PAO-1 de P. aeruginosa, empleado a concentraciones
compatibles con las que podria encontrar un neutréfilo en el contexto de un biofilm
formado por esta especie, era capaz de unirse a la superficie de los neutrofilos
humanos. Como puede observarse en la figura 5, los neutréfilos humanos unen ADN

de P. aeruginosa en una forma dependiente de su concentracion.

Unién de ADN (IMF)

0 50 100 150 200 250
ADN-PAO1 (ug/ml)

Figura 5: El ADN de PAO-1 se une a la superficie de los neutréfilos humanos. (A) Los

6
neutréfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados en presencia de 0, 10, 30, 60, 100 y 200 ug/ml de
ADN doble cadena biotinilado de PAO-1 por 30 min a 4°C. Luego fueron lavados y la union fue
revelada mediante el agregado de avidina-FITC por citometria de flujo (A) o por MLC utilizando
un objetivo de inmersién en aceite Plan-Neofluar 100X/1,3, magnificacion 2000X (B).

Luego, determinamos que el ADN doble cadena de PAO-1 es capaz de inducir
la produccién de IL-8 por neutréfilos humanos (figura 6). Cabe mencionar, que el ADN
de PAO-1 inmovilizado indujo una liberacion de IL-8 dos veces superior a la

estimulada por ADN soluble, sugiriendo que el ADN de la matriz extracelular de un
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biofilm podria ser mas eficiente para gatillar la activacion de los neutréfilos que el ADN

bacteriano libre.
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Figura 6: El ADN doble cadena de PAO-1 induce la activacion de los neutrdéfilos. Los

6
neutréfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados en presencia o ausencia de 50 ug/ml ADN doble
cadena de PAO-1 soluble o previamente inmovilizado durante 3 hs a 37°C. Luego, la IL-8
liberada fue evaluada en los sobrenadantes mediante ELISA. Los datos representan la media +
ES de 4 experimentos; *p<0,05 vs. la produccion de IL-8 en células estimuladas con ADN de
PAO-1 inmovilizado.

El tratamiento con DNasa | eliminé el ADN de la matriz expuesto a los neutrofilos

sin afectar la biomasa de los biofilms ni la viabilidad bacteriana

Luego, con el fin de evaluar la contribucién del ADN extracelular de la matriz de
los biofiims a la activacion de los neutréfilos, empleamos ensayos de biofilms
estaticos. A pesar de que ningin modelo in vitro puede recrear las complejidades de
un microambiente infeccioso por biofilms in vivo, nosotros consideramos, al igual que
otros investigadores (730), que un modelo de desarrollo de biofilm estatico se
aproxima mas adecuadamente al tipo de microambiente que caracteriza a infecciones
por biofilms donde un tratamiento con DNasa | podria eventualmente ser aplicado. Por
ello, empleamos biofilms de P. aeruginosa cultivada durante 48 hs a 37°C en placas
de cultivo. En el segundo dia, los biofilms establecidos fueron tratados con distintas
concentraciones de DNasa | o vehiculo por diferentes tiempos a 37°C, luego fueron
lavados dos veces y la biomasa fue cuantificada mediante tincion con cristal violeta o

evaluacién del contenido proteico total. De todas las concentraciones y tiempos
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ensayados, el tratamiento de los biofilms con 90 U/ml de DNasa | por 60 min a 37 °C
fue el 6ptimo, no modificando significativamente la biomasa total del biofilm. Por
simplicidad solo se muestran los resultados obtenidos con 90 U/ml de DNasa | por
60 min (figura 7A'y 7B).
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Vehiculo DNasa Vehiculo DNAsa

Figura 7: El tratamiento de los biofilms con DNasa | no modifica significativamente su biomasa.
Los biofilms de 2 dias fueron incubados en presencia o ausencia de DNasa | (90 U/ml) por 60
min a 37°C, luego fueron lavados 2 veces e incubado durante 3 hs adicionales en medio RPMI.
Posteriormente, se cuantifico la biomasa total mediante tincion con cristal violeta (A) y por el
contenido proteico (B). Los datos representan la media + ES de 2 experimentos realizados por
triplicado (A) y un experimento por cuadruplicado (B).

Ensayos adicionales empleando MLC y el colorante LIVE/DEAD BacLight
indicaron que el tratamiento del biofilm con 90 U/ml de DNasa no afecta visiblemente

la viabilidad de las bacterias (figura 8).

Figura 8: El tratamiento
de los biofilms con
DNasa | no afecta la
viabilidad de las
bacterias. Biofilms de 2
dias de PAO-1 fueron
tratados o no con
DNasa | (90 U/ml) por
60 min a 37°C, luego
fueron lavados 2 veces
y tedidos con el kit
LIVE/DEAD  BaclLight
Bacterias Viability Kit
para evaluar la
viabilidad de las
bacterias.

Vehiculo

D_Nasa |
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Luego, necesitabamos verificar que el tratamiento de los biofilms con 90 U/ml
de DNasa | fuese capaz de eliminar el ADN de la matriz que seria expuesto a los
neutrofilos en experimentos de co-cultivo, pero que a su vez dicho tratamiento no
modificara visiblemente la arquitectura del biofilm. Con este objetivo, se trataron
biofilms de dos dias de una cepa PAO-1 que expresa CFP (azul) con 90 U/ml de
DNasa | durante 60 min, luego de los cuales los exopolisacaridos de la matriz fueron
tefidos con Concanavalina A-FITC (verde) y el ADN extracelular del biofilm con ioduro
de propidio (IP; rojo), un agente intercalante que no penetra la membrana de bacterias
vivas. A continuacién se tomaron imagenes mediante MLC. El analisis de las mismas
demostré que la distribucion espacial del ADN extracelular en los biofilms de la cepa
PAO-1 de P. aeruginosa concordaba con la descripta previamente, con el ADN
localizado sobre el sustrato y en la microcolonias, con las mayores concentraciones en
el contorno de las mismas (700). Las proyecciones verticales de las imagenes de MLC
adquiridas de biofilms control y tratados con DNasa |, mostradas en las figuras 9,
indican que el tratamiento enzimatico eliminé el ADN extracelular presente en la parte

superficial de la estructura del biofilm sin afectar la arquitectura del mismo.

Vehiculo DNasal

Exopol PAO1-CFP

ADN

Exopol
ADN

| Sl S

Figura 9: El tratamiento con DNasa | degrada el ADN de la matriz extracelular expuesto a los
neutréfilos sin afectar la estructura del biofilm. Los biofiims de 2 dias de la cepa PAO-1
expresando CFP (azul) fueron incubadas con medio (paneles izquierdos) o 90 U/ml de DNasa |
(paneles derechos) durante 60 min a 37°C. Luego, el exopolisacarido fue revelado empleando
concanavalina A-FITC (5 pg/ml; verde) y el ADN con IP (3 uM; rojo), y la arquitectura de los
biofilms fue reconstruida proyectando verticalmente imagenes obtenidas con una lente objetivo
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C-Apochromat 40X / 1,2 W corr mediante MLC. Magnificaciéon original paneles superiores
400X. Las barras verticales representan 5 um.

El tratamiento con DNasa | reduce marcadamente la capacidad de los biofilms

bacterianos de estimular la produccion de IL-8 e IL-1B por neutréfilos humanos

Con el fin de evaluar la influencia del ADN de la matriz en la capacidad de los
neutroéfilos de producir citoquinas proinflamatorias, se crecieron biofilms de PAO-1 por
dos dias en condiciones estaticas y luego se trataron con DNasa |, DNasa | inactivada
por calor o vehiculo por 60 min. Posteriormente, los biofilms fueron lavados y se
co-cultivaron durante 3 hs a 37°C con neutrofilos obtenidos a partir de sangre
periférica humana. Finalmente, se recolectaron los sobrenadantes y se cuantifico la
produccion de IL-8 e IL-1B mediada por los neutréfilos empleando la técnica de ELISA.
Los resultados indicaron que la eliminacion del ADN de la matriz extracelular de los
biofilms redujo en mas de un 75% la cantidad de IL-8 e IL-13 liberada por los

neutrofilos (figuras 10A 'y 10B).
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Figura 10: El tratamiento de los biofiims con DNasa | reduce marcadamente la produccion
citoquinas por los neutréfilos. Se incubaron biofilms de 2 dias de PAO-1 en presencia o
ausencia de DNasa | (90 U/ml) durante 60 min a 37°C, y luego fueronesometidos 0 no a dos

lavados. Posteriormente, se sembraron por goteo los neutrofilos (2 x 10 /ml) resuspendidos en
medio completo en el centro de los pocillos conteniendo los biofilms y se co-cultivaron durante
3 hs a 37°C. Finalmente, se recolectaron los sobrenadantes y se cuantifico la liberacion de 1L-8
(A) e IL-1B (B) por ELISA. Los datos representan la media + ES de 6-9 experimentos llevados a
cabo por triplicado.
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Se obtuvieron resultados similares cuando se omitié el paso de lavado posterior
al tratamiento con DNasa |, descartando la posibilidad de que la inhibiciéon observada
en la produccién de citoquinas pudiera estar relacionada con la eliminacion de algun
factor estimulante liberado del biofilm como consecuencia del tratamiento enzimatico
(figuras 10A y 10B). El tratamiento del biofilm con DNasa | inactivada por calor no
afectd la producciéon de citoquinas por parte de los neutréfilos, indicando que los

resultados obedecieron a la accién enzimatica ejercida por la DNasa | sobre el biofilm.

Realizamos experimentos adicionales para descartar la posibilidad de que la
inhibicién de la produccion de citoquinas observada al tratar a los biofilms con DNasa |
se debiera a un efecto de esta enzima sobre las propias bacterias. Para ello,
aprovechamos el hecho de que cultivos de la cepa PAO-1 de P. aeruginosa en la fase
inicial 0 media de crecimiento exponencial presentan bajos niveles basales de ADN
extracelular, los cuales pueden ser removidos por un paso de lavado (700). En base a
esto, incubamos bacterias planctonicas de un cultivo de PAO-1 en fase media de
crecimiento exponencial en presencia o ausencia de DNasa |, luego las lavamos, y
posteriormente analizamos su capacidad de estimular la produccion de citoquinas por
los neutrdfilos. De acuerdo a lo esperado, encontramos que el tratamiento con DNasa |
de cultivos planténicos de PAO-1 no modifico la produccién de IL-8 ni la de IL-1B por
los neutrdéfilos co-cultivados con ellos (figura 11A y 11B). Estos resultados apoyan
nuestra conclusion de que la eliminacion del ADN de la matriz es la causante de la
reduccion en la produccion de citoquinas por neutrdéfilos co-cultivados con biofilms

tratados con DNasa |.
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Figura 11: El tratamiento con DNasa | reduce la produccion de citoquinas por neutréfilos co-
cultivados con biofilms pero no con bacterias plancténicas. Se co-cultivaron neutroéfilos (2 x

6
10 /ml) durante 3 hs a 37°C con bacterias planctonicas PAO-1 en etapa exponencial media de
crecimiento, que previamente habian sido tratadas o no con DNasa | (90 U/ml) durante 60 min
a 37°C. Luego se cuantificaron las concentraciones de IL-8 (A) e IL-13 (B) por ELISA. Los datos
representan la media £ ES de 6 experimentos llevados a cabo por triplicado.

M Allesen-Holm y colaboradores reportaron que biofilms de la cepa la mutante
de P. aeruginosa lasllhrll exhiben una reduccion significativa del ADN en la matriz
extracelular en comparacion con biofims de la cepa salvaje (700). Acorde a los
hallazgos de estos autores, determinamos que los biofilms salvajes (PAO-1) de dos
dias de formacion contenian 8.7 + 2.8 uyg ADN/mg proteina total, mientras que los
biofilms de la mutante /asirhll contenian solamente 0.46 + 0.03 ug ADN/mg proteina
total. De este modo, cultivamos biofilms de 2 dias en presencia o ausencia de DNasa |
y, luego de lavarlos, los co-cultivamos con neutréfilos por 3 hs. Posteriormente,
recolectamos los sobrenadantes de cultivo y cuantificamos las citoquinas liberadas.
Aun cuando detectamos niveles similares de biomasa en los biofilms salvajes y lasirhll
mutantes, los ultimos indujeron una menor produccion de IL-8 e IL-1B por los
neutréfilos en comparacion con la inducida por los biofilms salvajes (figuras 12A y
12B). Pero mas relevante aun fue la observacion de que el tratamiento con DNasa | no
disminuy¢ la capacidad de los biofilms de la cepa /asirhll de inducir la producciéon de
citoquinas por los neutrofilos. Estos hallazgos apoyan nuestra hipétesis que sostiene
que el ADN extracelular de la matriz del biofilm es capaz de gatillar respuestas

proinflamatorias en los neutrofilos.
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Figura 12: La cepa PAO1-JP2 (lasl rhil doble mutante) induce una menor produccion de
citoquinas por los neutrdéfilos y el tratamiento con DNasa | no afecta su capacidad de estimular
dicha produccién. Biofiims de dos dias de la cepa salvaje PAO-1 y de la mutante PAO-JP2
fueron tratados o no DNasa |, lavados y co-cultivados con neutrofilos y luego, se determind la
produccion de IL-8 (A) e IL-1B (B) en los sobrenadantes de cultivo por ELISA. Los datos
representan la media £ ES de 6 experimentos llevados a cabo por triplicado.

El tratamiento con DNasa | reduce marcadamente la capacidad de los biofilms
bacterianos para estimular el aumento de expresidon de marcadores de

activacion del neutroéfilo

Posteriormente evaluamos el impacto de la digestién del ADN de la matriz
extracelular en la capacidad de los neutrdfilos de incrementar la expresion de los
componentes de la integrina Mac-1, las subunidades CD11b y CD18. Esta integrina se
expresa en la membrana de vesiculas secretorias, de granulos especificos y de
granulos de gelatinasa, y pasa a formar parte de la membrana plasmatica cuando,
como consecuencia de la activacion celular, los neutréfilos sufren degranulacién. Por
lo tanto, el nivel de expresion de esta integrina es un indicador del grado de activacion
del neutrdéfilo. Por ello, en primer lugar, se cultivaron a los neutréfilos sobre biofilms
previamente tratados o no con DNasa | y luego se evalud la expresion de CD18 por
MLC. La figura 13 muestra que la expresion de CD18 fue marcadamente superior en
los neutrofilos asentados sobre biofilms control comparada con la observada en

neutréfilos estimulados por biofilms pre-tratados con DNasa .
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Figura 13: El tratamiento de los biofilms con DNasa | reduce significativamente su capacidad
de estimular un incremento en la expresion de CD18. (A) Biofilms de 2 dias de PAO-1 fueron
tratados con vehiculo o DNasa | (90 U/ml) por 69 min a 37°C. Luego, fueron lavados 2 veces,

sobre ellos se sembraron los neutrofilos (2 x 10 /ml) y fueron co-cultivados durante 40 min a
37°C. Posteriormente, la expresion de CD18 fue evaluada con un anticuerpo especifico
conjugado a FITC mediante MLC. Se utilizé la lente C-Apochromat 63x/1.2 W corr. (B) Analisis
cuantitativo de 7-10 secciones Opticas horizontales adquiridas a partir de al menos 2
experimentos independientes. Los resultados fueron expresados como unidades arbitrarias de
fluorescencia (UAF). *p<0,001.

Por otra parte, cuando co-cultivamos neutréfilos con biofims de PAO-1
expresando GFP, tratados o no con DNasa |, la expresion de CD11b fue

marcadamente mayor en los neutrdfilos expuestos a biofilms no tratados con DNasa |
(figura 14).
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Figura 14: El tratamiento de los biofilms con DNasa | reduce significativamente su capacidad
de inducir la expresion de CD11b. (A) Los experimentos fueron realizados como se describid
para la figura 13, excepto que se emplearon biofilms de la cepa PAO-1 expresando GFP
(verde) y la expresion de CD11b fue revelada empleando un anticuerpo especifico conjugado a
PE (rojo) mediante MLC. Se utilizé6 la lente C-Apochromat 63X/1.2 W corr. (B) Andlisis
cuantitativo de 7-9 secciones O&pticas horizontales adquiridas a partir de al menos 3
experimentos independientes. Los resultados fueron expresados como unidades arbitrarias de
fluorescencia (UAF). *p<0,001.

Obtuvimos resultados similares cuando evaluamos la expresion de CD66b, un
marcador de granulos especificos (figura 15). En conjunto, estos resultados sustentan
que la degradacion del ADN extracelular disminuye la capacidad de los biofiims

bacterianos de gatillar la activacion de los neutrdfilos.
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Figura 15: El tratamiento de los biofilms con DNasa reduce significativamente su capacidad de
incrementar la expresién de CD66b. (A) Los experimentos fueron realizados como se describid
para la figura 13, excepto que la expresién de CD6bb fue revelada mediante un anticuerpo
especifico conjugado a FITC (verde) mediante MLC. Antes de la adquisicion de imagenes por
MLC se agrego IP (3 pM; rojo) para visualizar el ADN extracelular. Se utilizé la lente de
inmersion en aceite Plapon 60X/1.42. (B) Analisis cuantitativo de 7-9 secciones Opticas
horizontales adquiridas a partir de al menos 4 experimentos independientes. Los resultados
fueron expresados como unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF). *p<0,001.
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El tratamiento con DNasa | reduce marcadamente la capacidad de los biofilms de

inmovilizar mieloperoxidasa (MPO)

Cuando los neutrdfilos toman contacto con estimulos fagocitables, los granulos
se fusionan con el fagosoma naciente y liberan su contenido dentro de él, exponiendo
al material ingerido a una serie de agentes toxicos. Sin embargo, durante este
proceso, como resultado de una "fagocitosis frustrada”, el contenido de los granulos
también puede ser liberado al medio extracelular. Dado que estudios previos
mostraron que los biofilms de P. aeruginosa inducen la liberacion del contenido de los
granulos de los neutrdéfilos (7128), analizamos el papel que podria ejercer el ADN de la
matriz en la induccién de esta respuesta. Dado que Mac-1 (CD11b/CD18) y CD66b se
expresan en la membrana de vesiculas secretorias, de granulos especificos y de
granulos de gelatinasa, los resultados detallados previamente sugirieron que la
degradacion del ADN de la matriz reduce la capacidad del biofilm de inducir la
liberacion de estos granulos. Por ello, con el fin de determinar el efecto de la digestion
del ADN de la matriz de biofilm en la liberacion de granulos de azurdfilos, evaluamos la
actividad de MPO en los sobrenadantes de co-cultivo. Inesperadamente, detectamos
mayor actividad de MPO en los sobrenadantes de co-cultivo con biofilms tratados con

DNAsa | en comparacién con co-cultivos con biofilms sin tratamiento (figura 16).

Figura 16: El tratamiento de los

* biofiims con DNasa | incrementa la

actividad MPO en sobrenadantes de

125~ co-cultivos. Se trataron biofilms de
dos dias de PAO-1 en presencia o
ausencia de DNasa | (90 U/ml) por 60
min a 37°C. Posteriormente, se
lavaron 2 veces, sobre eIIos6 se

sembraron los neutréfilos (2 x 10 /ml)
y se co-cultivaron durante 60 min a
28°C. Luego se evalud la actividad de
MPO en los sobrenadantes de los co-
cultivos. Se consideré como 100% a
la actividad de MPO liberada por
neutrofilos estimulados con FMLP
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Este hallazgo parecia contradecir los resultados descriptos anteriormente que
mostraban que los biofilms tratados con DNasa | exhibian una menor capacidad de
gatillar la activacion de los neutréfilos. Sin embargo, nosotros especulamos que podria
deberse a que, por su naturaleza altamente catioénica, gran parte de la MPO liberada
por los neutrdfilos activados por el contacto con el biofilm se encontrase adherida
electrostaticamente al ADN presente en la matriz de los biofilms no tratados con
DNasa |. Por este motivo, la MPO no seria detectada en el sobrenadante de co-cultivo
de biofilms y neutréfilos. Para testear esa posibilidad, realizamos dos tipos de
ensayos. En primer lugar, determinamos la capacidad del ADN de PAO-1 inmovilizado
a una placa, de unir y retener la MPO liberada de neutrdéfilos activados. Para ello,
incubamos sobrenadantes de cultivo de neutréfilos estimulados con FMLP y
citocalasina B (condicion que favorece la liberacién del contenido de los granulos
azurdfilos) con ADN de PAO-1 inmovilizado y luego evaluamos la actividad de la MPO
retenida en las placas después de realizar de tres lavados. Como puede observarse
en la figura 17, los pocillos conteniendo ADN exhibieron una actividad MPO
significativamente superior a la observada en los pocillos desprovistos de ADN,

indicando la capacidad de esta molécula de inmovilizar MPO.

250 Figura 17: EI ADN inmovilizado es capaz de
* unir MPO. EIl sobrenadantes de neutrdfilos
tratados con FMLP 10'M + citocalasina B
(5 upg/ml) fue incubado en pocillos
conteniendo o no ADN de PAO-1
inmovilizado. Luego de 30 min a temperatura
ambiente, los pocillos fueron lavados 3 veces
y la actividad de la MPO fue determinada. Los
resultados son representativos de 3
experimentos realizados por quintuplicado.
Los resultados fueron expresados en
unidades arbitrarias (u.a.). *p<0,01.
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Posteriormente, determinamos la presencia de MPO adherida a los biofilms
luego del co-cultivo de los neutréfilos con ellos. La figura 18A muestra que la MPO
permanecié inmovilizada a la superficie de biofilms tratados con vehiculo, co-
localizando con el ADN de la matriz, mientras no pudo ser detectada en la superficie

de biofilms cuya matriz se encontraba desprovista de ADN por el tratamiento con
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DNasa |. En la figura 18B se muestra el andlisis cuantitativo de imagenes de planos

horizontales adquiridos en cuatro experimentos independientes.
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Figura 18: El tratamiento de los biofilms con DNasa | impide que la MPO liberada por los
neutréfilos quede inmovilizada al biofilm. (A) Biofilms de dos dias de PAO-1 expresando CFP
(azul) fueron incubados en presencia o ausencia de DNasa | (90 U/ml) por 60 min a 37°C.

6

Posteriormente, fueron lavados 2 veces y sobre ellos se sembraron los neutréfilos (2 x 10 /ml) y
se co-cultivaron durante 60 min a 28°C. Luego de removerse el sobrenadante de cultivo
cuidadosamente, la MPO inmovilizada a la superficie del biofilm fue revelada con un anticuerpo
anti-MPO conjugado a FITC (verde). Se agrego IP (3 pM) previo a la adquisicion de las
imagenes por MLC para visualizar el ADN extracelular (rojo). Se utilizé la lente de inmersién en
aceite Plan-Neofluar 100 x/1.3. (B) Andlisis cuantitativo de 8 planos horizontales adquiridos de
4 experimentos independientes. *p<0,001.
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El tratamiento con DNasa | reduce marcadamente la capacidad de los biofilms de
estimular la fagocitosis por neutréfilos pero no afecta su habilidad de mediar el

estallido respiratorio

La fagocitosis es un proceso crucial en la defensa del huésped que caracteriza
la funcion de los neutrdfilos y a su capacidad de matar microorganismos. Jesaitis y
colaboradores mostraron, mediante microscopia electronica de transmision, en
secciones transversales de biofilms expuestos a neutrofilos, que estas células
fagocitan bacterias en las superficies adyacentes al biofilm (728). Por este motivo,
decidimos evaluar si la eliminacion del ADN extracelular de la matriz del biofilm
afectaba esta respuesta. Para ello, se determind mediante MLC la capacidad
fagocitica de neutréfilos que fueron co-cultivados con biofilms pre-tratados o no con
DNasa |. En la figura 19 se observa que los neutrofilos en contacto con biofilms
tratados con DNasa evidenciaron una reducciéon del 35% en el nimero de bacterias

ingeridas, en relacion a los neutrdfilos expuestos a biofilms no tratados.

Estudios recientes llevados a cabo por el grupo de William Nauseef mostraron
un desvanecimiento de la fluorescencia de Staphylococcus aureus que expresaban
GFP, luego de ser fagocitados por neutréfilos, como consecuencia del HOCI producido
por la activacién de la NADPH oxidasa, a pesar de la presencia intacta de estas
bacterias en el interior celular (757). Teniendo en cuenta este antecedente, realizamos
experimentos adicionales evaluando la fagocitosis de bacterias mediada por
neutréfilos pretratados con diphenylene iodonium (DPI), un potente inhibidor de
flavoproteinas, incluyendo la NADPH oxidasa (7152), para evitar el desvanecimiento de
la fluorescencia debido a la accion de esta enzima. El numero de bacterias observadas
en el interior de los neutréfilos pretratados con DPI fue mayor al presente en
neutréfilos no pre-tratados, sugiriendo un desvanecimiento de la fluorescencia dentro
de los fagosomas. Pero, mas relevante aun, fue que bajo estas condiciones, se
evidencié mas claramente la mayor capacidad fagocitica de neutrdéfilos co-cultivados
con biofilms no tratados (bacteria/PMN 2,7 £ 0,4 vs 1,5 £ 0,3; biofilm no tratado vs

tratado con DNasa).
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Vehiculo DNasa |

Bacterias/PMN

Vehiculo DNasa

Figura 19: El tratamiento del biofilm con DNasa | reduce la fagocitosis de bacterias por
neutréfilos co-cultivados con ellos. (A) Biofilms de dos dias de PAO-1 expresando GFP (verde)
fueron incubados en presencia o ausencia de DNasa | (90 U/ml) por 60 min a 37°C.

6

Posteriormente fueron lavados 2 veces y sobre ellos se sembraron los neutréfilos (2 x 10 /ml), y
se co-cultivaron durante 40 min a 37°C. Luego de remover los sobrenadantes de cultivo
cuidadosamente, se reveld la expresion de CD11b mediante un anticuerpo especifico
conjugado a PE (rojo) con el objeto de delimitar la superficie celular para confirmar la
localizacion intracelular de las bacterias observadas en cada plano microscépico. Se utilizé la
lente de inmersién en aceite Plapon 60X /1.42. (B) Andlisis cuantitativo de 5 planos
horizontales adquiridos en 6 experimentos independientes. *p<0,001.

Realizamos experimentos adicionales incorporando microesferas de

poliestireno conjugadas a FITC en los co-cultivos de neutrdfilos y biofilms y evaluamos
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su internalizacion mediante MLC. Los neutréfilos en contacto con biofilms tratados con
vehiculo fagocitaron un mayor nimero de microesferas fluorescentes que aquellos co-
cultivados con biofilms tratados con DNasa | (figura 20), descartando la posibilidad de
que el menor nimero de bacterias observado dentro de los neutréfilos en contacto con
biofilms tratados con DNasa mostrado en la figura 19 se debiera a diferencias en los

niveles de muerte bacteriana intracelular.

Vehiculo DNasa |

Microesferas/PMN

Vehiculo DNasa

Figura 20: El tratamiento con DNasa | reduce la fagocitosis microesferas por neutréfilos en
contacto con biofilms de P. aeruginosa. (A) Biofilms de dos dias de PAO-1 fueron incubados
en presencia o ausencia de DNasa | (90 U/ml) por 60 min a 37°C. Posteriormente, fueron

6
lavados 2 veces y sobre ellos se sembraron los neutréfilos (2 x 10 /ml) conjuntamente con
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microesferas de latex marcadas con FITC (verde) y se co-cultivaron durante 40 min a 37°C.
Luego de removerse los sobrenadantes de cultivo cuidadosamente, se reveld la expresion de
CD11b mediante un anticuerpo especifico conjugado a PE (rojo) con el objeto de delimitar la
superficie celular para confirmar la localizacion intracelular de las microesferas observadas en
cada plano microscopico. Se utilizé la lente de inmersion en aceite Plapon 60x/1.42. (B)
Analisis cuantitativo de 5 planos horizontales adquiridos en 6 experimentos independientes.
*p<0,001.

El andlisis del estallido respiratorio fue realizado utilizando neutréfilos cargados
con Dihidrorodamina 123 (123-DHR). Se permitié que las células se asentaran sobre
biofilms tratados o no con DNasa | y se monitoreé mediante MLC la fluorescencia
emitida por la 123-rodamina producida por la oxidacion de la 123-DHR por el peréxido
de hidrégeno. En contraste con nuestros resultados en relacion a la influencia del ADN
del biofilm en otros parametros de activacién del neutréfilo, no hallamos diferencias
entre el estallido respiratorio mediado por neutréfilos expuestos tanto a los biofilms

tratados con DNasa | como a los no tratados (figura 21).

Produccién de ROS (UAF)

Vehiculo DNasa

Figura 21: El tratamiento del biofim con DNasa | no afecta su capacidad de estimular el
estallido respiratorio de los neutrdfilos. La activacion del estallido respiratorio fue revelada
mediante la deteccion de la fluorescencia emitida por la DHR-123 generada por accién del
peréxido de hidrogeno producido por los neutréfilos activados por el biofilm. Los datos
representan la media £ ES de la fluorescencia cuantificada a partir de 8 imagenes de planos
horizontales adquiridas de un experimento representativo de 6.
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Los biofilms bacterianos estimulan fuertemente la liberacion de NET. EIl
tratamiento de los biofilms con DNAsa | reduce la capacidad de los neutréfilos
de liberar NET

Cuando realizamos co-cultivos de neutrofilos con biofilms por periodos
mayores a las 2 horas observamos en la superficie del biofilm, por MLC, la presencia
una red extracelular densa de un material filamentoso que se tefia con ioduro de
propidio, sugiriendo su identidad como ADN, y que ademas estaba presente en
mayores cantidades en los biofilms no tratados con DNasa | (figura 22). Dado que la
apariencia de estas fibras de ADN era diferente a la del ADN propio del biofilm,
sospechamos que podria tratarse de NET liberadas por los neutréfilos estimulados por

el biofilm.

Las NET son estructuras extracelulares compuestas de cromatina y proteinas
granulares especificas adheridas, que bajo determinadas condiciones liberan los
neutrdfilos al ser estimulados. Para confirmar nuestra presuncion, biofiims 2 dias de
PAO-1 fueron tratados o no con DNasa I, lavados dos veces y expuestos a neutrdéfilos
humanos durante 150 minutos. Luego, las supuestas NET fueron marcadas
cuidadosamente con un anticuerpo anti-nucleosoma y con ioduro de propidio y
visualizadas por MLC. Las imagenes adquiridas mostraron a los nucleosomas
colocalizando con el ADN (amarillo en el panel correspondiente a la superposicién de

imagenes) indicando el origen humano de esta red (figura 22).

Como muestra la figura 22, los neutrofilos expuestos a biofilms tratados con
DNasa | liberaron menos NET que los estimulados por biofilms tratados con vehiculo,
aunque en ambos casos se observo la formacion de NET. Con el fin de descartar la
posibilidad que hubiera quedado DNasa | residual en el cultivo, que pudiese ser la
responsable de los resultados observados, el sobrenadante de los co-cultivos fue
recolectado al final de cada ensayo. En ellos no se detecté una actividad enzimatica

significativa (datos no mostrados).
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Nucleosoma ADN Fusién

Vehiculo

DNasa |

Isotipo Fusién

Vehiculo

DNasa |

Figura 22: El| tratamiento de los biofilms con DNasa | reduce la formaciéon de NET por los
neutrdfilos. Biofilms de dos dias de la cepa PAO-1 fueron incubados en presencia o ausencia
de DNasa | (90 U/ml) por 60 min a 37°C). Posteriormente, fueron lavados 2 veces, se
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sembraron sobre ellos los neutréfilos (2 x 10 /ml) y se co-cultivaron durante 150 min a 37°C.
Luego de remover cuidadosamente los sobrenadantes de cultivo, se tifieron los nucleosomas
con un anticuerpo especifico y un anticuerpo secundario conjugado a FITC (verde) y el ADN
fue visualizado mediante tincion con IP (3 uM; rojo) previo a la adquisicion de imagenes
mediante MLC. Se utilizé6 la lente de inmersion en aceite Plapon 60x/1.42. Las barras
corresponden a 20 um.

Impacto del tratamiento con DNasa | en la capacidad de los biofilms formados
con cepas mucoides de P. aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis

quistica para estimular la liberaciéon de citoquinas por los neutréfilos

P. aeruginosa posee una enorme flexibilidad genética y metabdlica que le
permite adaptarse al entorno y persistir dentro de las vias respiratorias de pacientes
con fibrosis quistica (FQ). Los genotipos y fenotipos de las cepas presentes en
estadios tardios de la enfermedad difieren sustancialmente de aquellos que
inicialmente colonizan los pulmones (742). De hecho, la conversién de P. aeruginosa
de un fenotipo no mucoide a uno mucoide marca la transicion a un estadio mas
persistente, caracterizado por resistencia a antibidticos y una declinacién pulmonar
acelerada (743-145). Por estos motivos, realizamos experimentos adicionales para
determinar la relevancia del ADN de la matriz de los biofilms formados por dos cepas
mucoides de P. aeruginosa aisladas de los pulmones de pacientes con FQ infectados
crénicamente con Pseudomonas. Determinamos que los biofilms formados por estas
cepas diferian en su contenido de ADN extracelular y en la eficiencia del tratamiento
con DNasa | (figura 23A). En los biofilms formados por la cepa #1208, que exhibio
mayor contenido de ADN extracelular, el tratamiento con DNasa | fue mas eficiente
para reducir la cantidad de ADN extracelular presente en el biofilm, y a la vez redujo
significativamente la capacidad del biofilm de estimular la liberacién de IL-8 e IL-1p por
lo neutrofilos co-cultivados con ellos. Por el contrario, los biofilms formados por la cepa
F1432 exhibieron un menor contenido de ADN extracelular y el tratamiento con DNasa
I no redujo significativamente la cantidad de ADN extracelular en el biofilm ni la

produccion de citoquinas por los neutréfilos en contacto con estos biofilms (figura 23).

75



- 12.5-
£
2 10.0
g
g 7 54
o .
s
(=]
£ 504 *
2 T
: 2,54
X
0.0
DNasa - + - +
cepa F1432 cepa 1208
B C
6000 900,
[ 800 T
so00f T T 70 T
=E\ 4000 T 600
b =~
S 3000l 500 *
o 200 400
S x % 300
1000 = 200
100,
0
DNasa JF1432, 1208, DNasa - + - +
cepa F1432 cepa 1208 cepa F1432 cepa 1208

Figura 23: Efecto del tratamiento con DNasa en la capacidad proinflamatoria de los biofilms
formados con cepas mucoides de P. aeruginosa aisladas de pacientes con FQ créonicamente
infectados. Se formaron biofilms de 2 dias de las cepas mucoides #1208 y F1432, luego se
trataron o no con DNasa | (90 U/ml) por 60 min a 37°C y se lavaron 2 veces. Posteriormente,
los biofilms fueron cultivados por 3 horas adicionales en RPMI 1640 sin rojo fenol. Se
determind el contenido de ADN extracelular y el contenido proteico total y finalmente se graficé
la razec')n ADN/proteina total (A). Alternativamente, los biofilms se co-cultivaron con neutréfilos (2

x 10 /ml) por 3 horas a 37°C y se evalud la produccion de IL-8 (B) e IL-1B (C) en los
sobrenadantes por ELISA. Los datos representan la media + ES de 4 experimentos realizados
por triplicado. *p < 0,05 vs biofilms tratados con vehiculo.

En conjunto los hallazgos detallados indicaron que la degradacién del ADN de

la matriz extracelular con DNasa | redujo marcadamente:

» la capacidad de los biofiims de P. aeruginosa de inducir la liberacion de las
citoquinas pro-inflamatorias IL-8 e IL-1B (>75%)

+ el incremento de los marcadores de activacion CD18, CD11b y CD66b
(p<0.001)

76



+ el numero de bacterias fagocitadas por cada neutréfilo contactando con el
biofilm (>60%); y

» laliberacion de NET.

Ademas, indicaron que biofilms formados por la cepa /laslirhll (JP-2) de
P. aeruginosa, los cuales exhiben un muy bajo contenido de ADN en la matriz
extracelular, presentaron una menor capacidad de estimular la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias por neutréfilos, la cual no fue afectada por el

tratamiento con DNasa |.

El impacto pro-inflamatorio del ADN en biofims formados por cepas
mucoides P. aeruginosa podria depender del contenido de ADN de cada cepa en

particular.
Sobre la base de estos hallazgos, concluimos que el ADN de la matriz

extracelular es un componente pro-inflamatorio relevante de los biofilms formados

por P. aeruginosa.
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Parte 2

Identificacidon de moléculas del
neutréfilo con capacidad de unir ADN

bacteriano
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El ADN bacteriano activa a los neutréfilos humanos a través de un receptor

proteico presente en la superficie celular

Como ya hemos mencionado, en trabajos previos de nuestro grupo
demostramos que la inmovilizacion del ADN a un sustrato no inhibe su capacidad de
inducir la activacién de neutréfilos. Ademas, determinamos que tanto la cloroquina
como la wortmanina, agentes que inhiben la maduracién endosémica, no afectan la
activacion de los neutrofilos por ADN bacteriano. Estos hallazgos sugieren que el ADN
activa a los neutréfilos a través de un receptor de membrana. Los estudios que

detallaré a continuacion tuvieron por objeto identificar a este receptor.

En trabajos previos determinamos, mediante citometria de flujo, la capacidad
del ADN de E. coli simple cadena de unirse a la superficie de los neutréfilos humanos
((153) y figura 24A). En la presente tesis, confirmamos estos resultados mediante MLC
(figura 24B).

Con el fin de determinar si el receptor putativo para ADN es una proteina de
membrana, evaluamos la uniéon del ADN-biot a neutréfilos previamente tratados con
una concentracién de proteinasa K, suficiente para degradar las proteinas de la
superficie pero incapaz de afectar la integridad celular. La figura 24C muestra que
tratamiento de las células con esta proteasa redujo en un 80% su capacidad de unir
ADN-biot sugiriendo la participacion de una proteina de superficie en el reconocimiento
del ADN de E. coli. Para corroborar la efectividad del tratamiento con proteinasa K,
evaluamos la expresion de CD16, una molécula localizada en la membrana plasmatica
que es clivada por esta proteasa. Conforme a lo esperado, el tratamiento enzimatico
también redujo marcadamente la expresién de CD16 (figura 24C). Por otra parte,
evaluamos la capacidad de las células tratadas con proteinasa K de responder a la
estimulacion con ADN bacteriano. Los resultados obtenidos demostraron una relacion
directa entre la inhibicion de la union del ADN-biot a la superficie de neutrofilos
tratados con proteinasa K y la susceptibilidad de estas células para ser activadas por
ADN de E. coli. Como puede observarse en la figura 24D, la produccién de IL-8
inducida por el ADN de E. coli se encontr6 marcadamente reducida en neutréfilos
tratados con proteinasa K. Esta disminucién no fue consecuencia de una reduccion en
la viabilidad celular ni en la capacidad de los neutréfilos de producir citoquinas, debido

a que el tratamiento enzimatico no modifico la respuesta de los neutréfilos al PMA, un
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agonista cuyo mecanismo de accién no involucra la interaccién con receptores de
superficie, sino que penetra a través de la membrana plasmatica y estimula a la célula

activando a la proteina quinasa C.
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Figura 24: EI ADN bacteriano se une a la superficie de los neutréiéilos e induce la produccion

de IL-8 a través de un receptor proteico. Los neutrdfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados en
presencia o ausencia de ADN-biot (60 pg/ml) por 30 min a 4°C. Luego fueron lavados y su
union fue revelada por el agregado de avidina-FITC (verde) mediante (A) citometria de flujo o
(B) MLC. Se utilizé la lente de inmersién en aceite Plapon 60x/1.42. (C) Los neutrdfilos
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(5 x 10 /ml) fueron tratados con 100 pg/ml de proteinasa K durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego, fueron lavados 3 veces con PBS suplementado con 10 mg/ml de SAH y
posteriormente se evalu6 su capacidad de unir ADN-biot tal como se describié en (A) y el nivel
de expresiéon del marcador CD16 utilizando un anticuerpo especifico. Los resultados fueron
expresados como porcentaje de unién de ADN-biot o porcentaje de expresion de CD16,
respecto de los niveles exhibidos por células no tratadas con proteinasa K, considerados como
100%. Los datos representan la media + ES de 5 experimentos. *p<0,01 vs unién de ADN-biot
en células no tratadas con proteinasa K, #p<0,01 vs expresion de CD16 en células no tratadas
con proteinasa K. (D) Los neutréfilos fueron tratados con vehiculo (barras negras) o con
proteinasa K (barras blancas) y luego fueron estimulados con 30 o 100 ug/ml de ADN de E. coli
simple cadena o 10 ng/ml de PMA. Finalmente se determind la IL-8 liberada a los
sobrenadantes luego de cuatro horas de cultivo mediante ELISA. Los datos representan la
media £ ES de 5 experimentos. *p<0,05 vs la produccién de IL-8 por células tratadas con
vehiculo.

Protocolo diseiiado para la identificacion del receptor de ADN en neutréfilos

humanos

Considerando la naturaleza proteica del receptor putativo, disefiamos el
protocolo experimental general, descrito en la figura 25, para purificarlo e identificarlo.
El primer paso consistiria en purificar membrana plasmatica de neutréfilos humanos e
incubarla en presencia de moléculas que redujeran el pegado inespecifico de
proteinas al ADN. Posteriormente, se incubarian las membranas con ADN biotinilado
unido a perlas y se solubilizarian las proteinas mediante el empleo de detergentes.
Luego, se eluirian las proteinas con capacidad de unir ADN y se someterian a
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, para ser identificadas mediante

espectrometria de masas.

Con el fin de optimizar cada una de las etapas mas criticas de este protocolo

nos propusimos determinar:

1) Las condiciones optimas para la obtencion de membrana plasmatica de los
neutrofilos

2) La existencia de alguna condicién que condujera a los neutrdfilos a expresar
mayores niveles del receptor.

3) La identidad de la secuencia de ADN con mayor capacidad de unirse a la
superficie de los neutréfilos y activarlos.

4) Las moléculas competidoras que se podrian emplear para evitar el pegado

inespecifico de proteinas al ADN durante la purificacion.
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5) El método mas adecuado para la elucién de las proteinas unidas al ADN

conjugado a las perlas.

t{
Purificacién de membrana P‘;}i\d
de neutrdfilos Biotinilacién del ADN e | o
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Figura 25: Esquema experimental de purificacion e identificacion del receptor de ADN presente
en la superficie de los neutréfilos humanos.

Determinacion de las condiciones Optimas para obtencion de membrana

plasmatica del neutréfilo

Inicialmente comenzamos empleando métodos de disrupcién celular por lisis
mecanica con homogeneizador de Dounce o alternativamente, lisis hipotonica y
congelamiento y descongelamiento. Sin embargo, estos métodos provocaban la
ruptura de los granulos y la liberacion de las proteinas y enzimas en ellos contenidas,
tal como pudo ser determinado mediante la evaluacion de la actividad de
mieloperoxidasa en las muestras de membranas obtenidas. Esto nos obligdé a emplear
un método de disrupcion celular mediante cavitacion por nitrégeno, que consiste en
presurizar a las células bajo una atmésfera de N, en una bomba de disrupcion celular,

por un lapso de tiempo determinado. Cuando la presién aplicada y el tiempo son los
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optimos, la descompresion provoca la liberacion del N, contenido en el interior de las
células llevando a la ruptura de la membrana plasmatica con la liberacién de los
nucleos, los granulos y otras organelas intactos al medio extracelular. Por tal motivo,
optimizamos estas condiciones, determinando que una presurizacion a 380 psi durante
7 minutos garantizaba la obtencién de membrana plasmatica con minima ruptura de
los granulos. Esta condicion constituye un aspecto fundamental a ser tenido en cuenta
para el proceso de identificacion del receptor, dado que de liberarse las proteinas
catidnicas de los granulos podrian unirse electrostaticamente al ADN, aun cuando no
fuesen el receptor para el mismo, introduciendo resultados artefactuales. Ademas, las
proteasas granulares podrian degradar parte de las proteinas liberadas, disminuyendo

las chances de identificar al receptor.

Identificacion de condiciones “in vitro” capaces de incrementar la expresion del

receptor putativo para ADN

Con este objetivo, evaluamos si la estimulacion de los neutrdéfilos con agonistas
convencionales afecta su capacidad de unir ADN bacteriano. Los neutréfilos fueron
estimulados alternativamente con dos quimioatractantes, FMLP o IL-8, o con PMA y
luego se determind la unién del ADN bacteriano empleando concentraciones
saturantes de ADN-biot (120 ug/ml). Los resultados de estos experimentos, que
formaron parte de mi tesis de licenciatura, indicaron que entre los agonistas evaluados
el FMLP resulté ser el mas potente. En linea con estos hallazgos previos, observamos
que la estimulacién de los neutréfilos con FMLP (5x10° M) durante 15 min a 37°C
indujo un aumento de aproximadamente 4 veces en la uniéon del ADN-biot a la
superficie celular en comparaciéon con la observada en neutrdéfilos incubados en
ausencia de FMLP (figuras 26A-B).

Por otra parte, los neutrdéfilos pretratados con FMLP exhibieron una capacidad
incrementada para producir IL-8 en respuesta al ADN bacteriano (figura 26C), que en
conjunto con otros hallazgos previos, sugirieron una relacion directa entre la intensidad
de la unidén del ADN vy el nivel de activacion celular (753). Los resultados de la figura
26A y resultados previos (753), muestran que el incremento de la union de ADN
bacteriano en neutréfilos estimulados con FMLP se puede evidenciar, al menos, desde

los 5 min post-estimulacién, indicando que no depende de la sintesis de novo del
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receptor putativo. Por ende, el aumento en la unién del ADN-biot podria deberse a un
incremento de la expresion del receptor de ADN a partir de un pool preexistente
presente en la membrana de granulos que pasan a formar parte de la membrana
plasmatica debido a la exocitosis de los granulos en respuesta a la estimulacién con
FMLP, o a la exposicion de receptores ya presentes en la membrana pero

enmascarados por otras moléculas en células en reposo.
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Figura 26: La activacion de los neutroéfilos con FMLP aumenta la expresion del receptor de

6
ADN a expensas de un pool intracelular. (A) Los neutrofilos (5 x 10 /ml) fueron cultivados en
presencia (linea roja) o ausencia (linea azul) de FMLP 5x10° M durante 15 min a 37°C y luego
en ellos se analizdé la union del ADN bacteriano empleando 120 pg/ml de ADN-biot, por
citometria de flujo. El histograma sombreado en gris representa la fluorescencia de células
incubadas en ausencia de ADN-biot. (B) Imagenes de los neutréfilos tratados como en (Ag por

MLC. Se utilizo la lente de inmersién en aceite Plapon 60x/1.42. (C) Los neutrdfilos (5 x 10 /ml)
fueron incubados en presencia o ausencia de FMLP 5x10™° M durante 15 min a 37°C y luego
fueron estimulados con las concentraciones indicadas de ADN de E. coli simple cadena
durante 3 horas adicionales a 37°C. Luego, se determind la concentraciéon de IL-8 liberada al
sobrenadante mediante ELISA. Los datos representan la media + ES de 5 experimentos;
*p<0,05 6vs la produccién de IL-8 de células no estimuladas con FMLP. (D) Los neutrdéfilos

(5 x 10 /ml) fueron incubados en presencia o ausencia de PXF 5 mM y luego fueron
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estimulados o no con FMLP 5x10° M durante 15 min a 37°C. Posteriormente, se evalud su
capacidad de unir ADN-biot (eje izquierdo) y su expresiéon de CD11b (eje derecho) por
citometria de flujo. Los datos representan la media £ ES de 5 experimentos; *p<0,05 vs células
incubadas en ausencia de PXF y estimuladas con FMLP.

Para distinguir entre estas alternativas, se pretraté a los neutréfilos con
pentoxifilina (PXF, 5 mM), un derivado de la metilxantina capaz de inhibir la
degranulacion de los neutrdfilos, y luego se los estimulé con FMLP durante 15 min a
37°C. Finalmente, se evalud su capacidad de unir ADN-biot y la expresién de CD11b
en la superficie celular. La evaluacién de la expresién de CD11b tuvo por objeto
determinar el grado de inhibicién de la degranulacion mediada por el pretratamiento
con PXF, dado que este marcador también se expresa en la membrana de granulos
especificos, de gelatinasa y en vesiculas secretorias, y sus niveles en membrana
plasmatica se incrementan tras la degranulacion. Los resultados de la figura 26D
indican que la PXF inhibié en niveles similares el aumento de la unién del ADN-biot
(figura 26D, eje y izquierdo) y el aumento de la expresién de CD11b en neutrdfilos

tratados con FMLP (figura 26D, eje y derecho).

En conjunto, estos resultados sugieren que la estimulacién de los neutréfilos
con FMLP incrementa la expresiéon del receptor putativo para ADN a expensas de un
pool intracelular de receptores. Este efecto podria ser aprovechado para la
identificacion del receptor, estimulando a los neutréfilos con FMLP previo a la
aplicacion del protocolo de aislamiento del receptor para aumentar la concentracion

especifica del mismo en extractos de membrana de neutrdfilos.

Identificacion de la/s secuencia/s de ADN con mayor capacidad de unirse y

activar a los neutroéfilos

Nuestro siguiente objetivo fue determinar las secuencias o estructuras del ADN
bacteriano capaces de unirse y activar a los neutréfilos humanos. El conocerlas nos
permitiria optimizar la eleccion del ligando a inmovilizar a las perlas en el protocolo de

purificaciéon del receptor detallado en la figura 25.

El ADN gendmico de E. coli tiene aproximadamente 4,6x10° pb lo cual dificulta

la busqueda de la/s secuencials o estructura/s capaces de unirse a la superficie de los
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neutréfilos y gatillar su activacion. Por este motivo decidimos determinar si el ADN
plasmidico purificado a partir de E. coli, que tiene un tamano del orden de los kpb, es
capaz de unirse a la superficie celular e inducir la produccion de IL-8 por neutrofilos

humanos.

En experimentos donde evaluamos la unién del plasmido a la superficie de la
célula aplicando la misma metodologia descripta en la figura 24, observamos que el
plasmido Bluescript || KS+ biotinilado se unio6 a la superficie de los neutrdéfilos con una
avidez similar a la del ADN de E. coli simple cadena (figura 27A). Asimismo, el ADN

plasmidico fue capaz de inducir la produccion de IL-8 por los neutréfilos (figura 27B).
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Figura 27: El plasmido Bluescript KS+6se une a la superficie de los neutréfilos e induce su

activacion. (A) Los neutréfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados en presencia de distintas
concentraciones de ADN-biot o de plasmido Bluescript Il KS+ (pBS) biotinilado por 30 min a
4°C. Luego fueron lavados y la union de los ADN fue reveladaG mediante el agregado de

avidina-FITC por citometria de flujo. (B) Los neutrdéfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados en
presencia de distintas concentraciones de plasmido Bluescript 1| KS+ durante 3 h a 37°C.
Luego se evalud la concentracion de IL-8 en los sobrenadantes por ELISA. Los datos
representan la media + ES de 5 experimentos; *p<0,05 vs células incubadas en ausencia de
plasmido.

Teniendo en cuenta estos resultados, procedimos a acotar la region del ADN
plasmidico responsable de unirse y activar a los neutréfilos. En primer lugar, digerimos
el plasmido con las enzimas de restriccion de corte frecuente Hpall y/o HinP1l (figura
28A) y empleamos los productos de digestion para estimular a los neutréfilos. A pesar
de que la digestién enzimatica redujo levemente la produccién de IL-8 inducida por el

plasmido, los fragmentos siguieron siendo activos (Figura 28B).
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Figura 28: Identificacion de un oligémero proveniente del plasmido Bluescript Il KS+ con
capacidad de unirse a la superficie de los neutrofilos. (A) El plasmido Bluescript Il KS+ (calle 1)
se digirié con las enzimas de restriccion Hpall (calle 2), HinP1 | (calle 3), o ambas enzimas
simultaneamente (caIIeG 4), y luego fue sometido a electroforesis en gel de agarosa 1,5%. (B)

Los neutrofilos (5 x 10 /ml) fueron incubados en presencia 20 ug/ml de plasmido Bluescript Il
KS+ (pBS), sus productos de degradacién con enzimas de restriccion, con las enzimas de
restriccion o con el buffer en el cual se digirié al plasmido, durante 3 h a 37°C. Luego se evalué
la concentracion de IL-8 en los sobrenadantes por ELISA. Los datos representan la media £ ES
de 3 experimentos. *p<0,05 vs células incubadas con medio completo. (C) El plasmido
Bluescript Il KS+ fue digerido con las enzimas de restriccion, luego se ligaron adaptadores y se
seleccionaron los fragmentos con capacidad de unirse a la superficie de los neutrofilos; calle 1
(digerido con Hpall), calle 2 (digerido con HinP1 1) y calle 3 (digerido con ambas enzimas), calle
M (marcador de peso de 100-1000 pb). Luego se clonaron estos fragmentos y se secuenciaron

6
de acuerdo a lo detallado en materiales y métodos. (D) Los neutrdéfilos (5 x 10 /ml) fueron
incubados en presencia de 50 ug/ml de plasmido Bluescript Il KS+, del oligbmero F1 o del
vehiculo en el que se encuentra resuspendido el oligdmero F1 (conteniendo la mezcla de
reaccion de PCR) durante 3 h a 37°C. Luego se evalud la produccion de IL-8 por ELISA. Los
datos representan la media + ES de65 experimentos; *p<0,05 vs células incubadas en ausencia

de ADN. (E) Los neutrdfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados durante 20 min a 4°C en presencia
de 0, 5, 20 u 80 pug/ml del oligébmero F1. Luego, fueron incubados por 30 min adicionales en
presencia de 20 ug/ml de ADN-biot y, luego de ser lavados, la unién de éste ultimo fue revelada
mediante el agregado de avidina-FITC por citometria de flujo. Los datos representan la media +
ES de 3 experimentos.

Luego, se ligaron adaptadores a los fragmentos digeridos y se amplificaron por
PCR. Estos productos de PCR se emplearon en ensayos de unién y los fragmentos
que quedaron unidos a la superficie de los neutréfilos fueron eluidos con NaCl 1M y
empleados en una segunda ronda de PCR, unién, elucion (figura 28C). Finalmente, se
eluyeron las bandas del gel, se clonaron y secuenciaron. Los tres oligdmeros
secuenciados se superponian casi completamente y correspondian a una secuencia
de 255 pb, indicada en la figura 28C. Dicha secuencia, que se denominé F1, fue
empleada para estimular a los neutréfilos. Los resultados que se desprenden de la
figura 28D indican que F1 indujo un leve, pero no significativo aumento de la
produccién de IL-8 respecto de la inducida por el vehiculo. Por otra parte, cuando se
intentd bloquear la unidn del ADN-biot con el oligbmero F1, no se observaron
diferencias respecto de las células incubadas sin competidor, aun empleando a F1 a
una concentracion 4 veces superior a la del ADN-biot (figura 28E). Estos hallazgos
indicaron que, aun cuando F1 posee capacidad de unirse a los neutrdéfilos, carece de
capacidad de competir la union del ADN gendémico al neutréfilo, razén por la cual, no
representd una herramienta Gtil para emplearlo en la estrategia de identificacion del

receptor.
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Los resultados de los hallazgos previos, nos condujeron a intentar determinar si
alguna secuencia o estructura frecuente en el ADN bacteriano es la responsable de los
efectos observados con el ADN gendmico y plasmidico. En primer lugar, evaluamos si
secuencias de ADN frecuentes en los genes bacterianos son capaces de activar a los
neutrdfilos (figura 29A). De este modo generamos oligonucleoétidos de entre 20 y 50 nt

conteniendo las siguientes secuencias:

- Caja -35: Secuencia consenso -35 de promotores bacterianos (TTGACA)

- Caja -10: Secuencia consenso de la caja de Pribnow de promotores
bacterianos (TATAAT)

- SD: Secuencia de Shine-Dalgarno de inicio de la traduccion (AGGAGG)

- Rho: Secuencias Rho independientes de terminacion de la transcripciéon

35 -10 SD SD Rho independiente
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Figura 29: Respuesta de los neutréfilos a oligonucleétidos conteniendo secuencias frecuentes
en genes bacterianos. (A) Esquema de un gen bacteriano con sus secuencias regulatorias:
-35 (caja -35 TTGACA), -10 (caja -10 TATAAT), SD (secuencia de inicio de la traduccion de
Shine-Dalgarno), Rho independiente (secgencia terminadora de la transcripcion independiente
del factor Rho). (B) Los neutrdfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados en presencia de 100 ug/ml de
los oligonucleétidos indicados, como doble cadena o simple cadena (S = secuencia sentido; AS
= secuencia antisentido), 100 pg/ml de ADN de E. coli 0 500 ng/ml de Pam3CSK4 durante 3 h a
37°C. Luego, se evaluo la liberacion de IL-8 en el sobrenadante mediante ELISA. Los datos
representan la media + ES de 3 experimentos; *p<0,05 vs la produccion de IL-8 en células sin
estimular.

Los resultados representados en la figura 29B muestran que las secuencias
empleadas no fueron capaces de activar a los neutréfilos tanto en su forma doble

cadena como simple cadena, a diferencia de lo que ocurre con el ADN de E. coli.

Hallazgos recientes del grupo de Shizuo Akira indicaron que la transfeccién de
la molécula de ADN sintético poli(dA-dT)*poli(dT-dA), que presenta estructura de ADN-
B, es un potente inductor de interferones de tipo | en diferentes tipos celulares, a
diferencia del poli(dG-dC)*poli(dC-dG) que tiene mayor tendencia a formar estructuras
de tipo Z (65). Esto nos motivo a evaluar si estas secuencias/estructuras de ADN son
capaces de activar a los neutréfilos humanos. Los resultados indicados en la figura 30
muestran que ni el poli(dA-dT)*poli(dT-dA) ni el poli(dG-dC)-poli(dC-dG) inducen la
produccién de IL-8 por los neutrdfilos, a diferencia del ADN gendémico de E. coli doble

cadena.
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Considerando que ninguna de las secuencias o estructuras evaluadas hasta el
momento fueron capaces de inducir la produccién de IL-8 por los neutréfilos y de
inhibir la uniéon del ADN-biot, el mejor ligando del que disponiamos para unir a las
perlas magnéticas a fin de aplicar la estrategia de identificacion del receptor descrita
en la figura 25, era el mismo ADN gendmico de E. coli. Por ende, nuestro siguiente
objetivo fue determinar la longitud 6ptima del mismo que pudiera unirse y activar a los

neutrofilos.

En primer lugar, digerimos parcialmente el ADN de E. coli con DNasa | por
diferentes periodos de tiempo a fin de obtener ADN de distintas longitudes. Luego,
dializamos y cuantificamos los productos, y evaluamos el tamano de los fragmentos
obtenidos de cada digestidon por comparacion con marcadores de ADN de tamafio
definido, en electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa al 0,8% (para los
fragmentos obtenidos luego de 0, 2 o 5 min de digestion) o en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida 5% (para los fragmentos obtenidos luego de mas de 20 min de
digestién). Por simplicidad, sélo se muestra el patron de degradacion del ADN en un
gel de agarosa (figura 31A). Luego, empleamos estos fragmentos de ADN de
diferentes tamafios en experimentos de competiciéon para evaluar su capacidad de
prevenir la union del ADN-biot no digerido a la superficie de los neutréfilos. En la figura
31B puede observarse que las muestras que contuvieron fragmentos de entre 30 y
170 nt, adn utilizados a una concentracion 10 veces superior a la del ADN-biot, no
lograron inhibir su uniéon a la superficie de los neutréfilos. Sorpresivamente, las
muestras de ADN conteniendo fragmentos de entre 50 y 390 nt aumentaron, aunque
no significativamente, la union del ADN-biot. En contraste, fragmentos de entre 290 y
6500 nt, empleados 10 veces en exceso, redujeron la union del ADN-biot en un 60%.
Si se tiene en cuenta que las muestras conteniendo fragmentos de entre 90 y 930 nt
no fueron capaces de reducir la union del ADN-biot, estos resultados sugieren que se
requiere que el ADN presente una longitud minima >930 nt a fin de desplazar la union
del ADN no digerido (figura 31B).

Luego, determinamos si el tamafio del ADN bacteriano afectaba su capacidad
de gatillar la activacién celular. Para ello, evaluamos la produccion de IL-8 inducida por
las muestras de ADN de diferente longitud. Como puede observarse en la figura 31C
s6lo las muestras de ADN conteniendo fragmentos de mas de 170 nt indujeron una

produccién significativa de IL-8. Merece destacarse, sin embargo, que las muestras
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enriquecidas en fragmentos de 290-6500 nt y 720-10800 evidenciaron una capacidad
marcadamente superior de inducir la produccion de esta quimiocina. Estos hallazgos,
en conjunto con los detallados en el parrafo precedente, sugieren que aquellos
fragmentos >930 nt son capaces de unirse eficientemente a los neutrdfilos y disparar
su activacion, aun cuando, oligdémeros de un tamafo menor presentan capacidad para

activar a estas células.
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Figura 31: Identificacion de la longitud minima de ADN capaz de unirse a la superficie de los
neutrofilos y activarlos. (A) Electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa 0,8% de ADN

6
de E. coli tratado con DNasa RQ1 por los tiempos indicados. (B) Los neutréfilos (5 x 10 /ml)
fueron incubados durante 20 min a 4°C en presencia o ausencia de 60 (relacion
competidor/ADN-biot: 1), 180 (relacion competidor/ADN-biot: 3) o 600 npg/ml (relacion
competidor/ADN-biot: 10) de fragmentos no marcados obtenidos luego de digestiéon de ADN de
E. coli con DNasa. Luego, los neutrdfilos fueron incubados por 30 min adicionales en presencia
de 60 pug/ml de ADN-biot, lavados y el ADN-biot unido a la superficie del neutréfilo fue revelada
por citometria de flujo empleando avidina-FITC. Los resultados estan expresados como
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porcentaje de la union de ADN-biot observada en la ausencia de competidores considerada
como 100%. Los datos representan la media + ES de 6 experiment%s. *p<0,05 vs unién de

ADN-biot en ausencia de competidores. (C) Los neutréfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados
durante 3 h a 37°C en presencia o ausencia de las concentraciones indicadas de los
fragmentos de ADN bacteriano obtenidos luego de la digestion con DNasa. Luego, se evalué la
liberacion de IL-8 en los sobrenadantes de cultivo mediante ELISA. Los datos representan la
media £ ES de 6 experimentos evaluados por triplicado. * p<0,05 vs produccioén de IL-8 basal.

En base a estos resultados determinamos que los fragmentos de ADN que
tendriamos que unir a las perlas magnéticas con el objeto de identificar al receptor
deberian tener 1-2 kb aproximadamente, de manera que fuesen capaces de unirse al
receptor pero que no fuesen demasiado grandes como para fragmentarse y liberarse

de las perlas magnéticas durante el protocolo de purificacion.

Identificacion de polianiones incapaces de desplazar la uniéon del ADN
bacteriano a la superficie del neutréfilo a ser empleados para reducir la unién

inespecifica del ADN en los experimentos de purificacién del receptor

Los neutrofilos contienen una gran cantidad de proteinas catidnicas capaces de
unirse a polianiones como acidos nucleicos y heparina, entre otros. Por este motivo,
un factor importante a tener en cuenta en un protocolo de purificacién de una proteina
de union a DNA bacteriano en neutréfilos es la utilizacion de moléculas capaces de
reducir el pegado inespecifico del ADN-biot a proteinas que unen ADN exclusivamente
por su carga eléctrica intrinseca. En estos estudios evaluamos la habilidad de la poliA,
del ARNt de levaduras, del oligonucleétido fosfodiéster CpG2006 (capaz de inducir la
maduracién células B pero no la activacién de los neutréfilos), del oligonucleétido
invertido GpC 2006K y del ADN humano de inhibir la uniéon del ADN-biot a los
neutrdéfilos. Los resultados, mostrados en la figura 32, indican que ni poliA ni ARNt de
levaduras inhibieron la unién del ADN-biot a la superficie de los neutréfilos adn
empleados en concentraciones diez veces superiores a la del ADN-biot. Por otra parte,
los ODN 2006 y 2006K inhibieron levemente, aunque no significativamente, la union
del ADN-biot a la superficie de los neutrofilos humanos. Por el contrario, el ADN
humano a pesar de no ser capaz de gatillar la activacién de los neutrdfilos, inhibié en
mas de un 50% dicha union. De acuerdo a lo esperado, el ADN de E. coli (no

biotinilado) empleado a concentraciones diez veces superiores logré desplazar la
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unién del ADN-biot en mas de un 80%. En conjunto estos resultados indicaron que
tanto la poliA como ARNt de levaduras podrian ser utilizados para reducir el pegado
inespecifico del ADN-biot a proteinas cationicas del neutrdéfilo pues no compiten por la

union especifica del receptor al ADN bacteriano.
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Figura 32: Capacidad de diferentes acidos nucleicos de inhibir la unién del ADN-biot a la
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superficie de los neutrdfilos. Los neutréfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados durante 20 min a 4°C
en presencia o ausencia de 600 pug/ml de Poliadenosina (PoliA), ARNt de levadura (ARNt),
ADN gendmico de placenta humana (ADN humano), oligonucleétidos fosfodiésteres CpG 2006
(F-2006) o GpC 2006K (F-2006K) o ADN gendémico de E. coli simple cadena (ADN E. coli).
Luego, los neutrofilos fueron incubados por 30 min adicionales en presencia de 60 ug/ml de
ADN-biot, lavados y la uniéon del ADN-biot revelada mediante citometria de flujo empleando
avidina-FITC. Los resultados estan expresados como porcentaje de la union del ADN-biot
observada en la ausencia de competidores, la cual fue considerada como 100%. Los datos
representan la media + ES de 5 experimentos. *p<0,05 vs unién de ADN-biot en ausencia de
competidores.

Disociacién de la uniéon del ADN-biot de la superficie de los neutréfilos

Nuestro siguiente objetivo consisti6 en determinar las condiciones mas
adecuadas para disociar la union del ADN-biot a las proteinas de superficie del
neutrdfilo. Esta informacion nos resultaba necesaria en el protocolo de aislamiento del
receptor para ADN (figura 25) a fin de poder eluir a las proteinas que se unieran al

ADN para luego someterlas a electroforesis.
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Debido a la capacidad del ADN E. coli de desplazar la unién del ADN-biot a la
superficie del neutrofilo, el mismo podria ser empleado en el paso de elucion. Sin
embargo, para disociar eficientemente a las proteinas unidas al ADN asociado a las
perlas magnéticas, deberia estar presente en concentraciones muy elevadas tornando
viscoso el medio de elucién. Por otra parte, el ADN podria luego interferir con la
electroforesis de las proteinas eluidas, en la tincion con plata del gel y en la
espectrometria de masas.

Es conocido que las interacciones entre acidos nucleicos y proteinas se ven
marcadamente afectadas por (1) altas concentraciones de sales que pueden
apantallar la carga negativa de los fosfatos y (2) por el pH acidico pues puede inducir
la protonacion de los residuos de los aminoacidos de las proteinas y, en menor
medida, los grupos fosfatos de los acidos nucleicos. Por este motivo, evaluamos la
capacidad de una solucién concentrada de cloruro de sodio o de un tampon con bajo
pH para disociar el ADN-biot unido a la superficie de los neutrdéfilos. Las soluciones de
alta molaridad de NaCl desplazaron el ADN-biot previamente unido a los neutrdfilos,
observandose un 50% de elucion a una concentracioén de 0,5 M de NaCl (figura 33A 'y

33B). Por el contrario, un tampdn de citrato pH 3 fue incapaz de eluir el ADN unido.
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Figura 33: Disociacién de la union del ADN-biot de la superficie de los neutrdfilos. Los

6
neutrdfilos (5 x 10 /ml) fueron incubados en presencia de 60 ug/ml de ADN-biot durante 30 min
a 4°C. Luego fueron lavados e incubados con soluciones de NaCl pH7 de distinta molaridad o
tampon citrato pH 3 a 4°C durante 2 minutos. Luego fueron lavados y la uniéon del ADN-biot a la
superficie celular fue revelada mediante citometria de flujo empleando avidina-FITC. Los datos
representan la media + ES de 3 experimentos.* p<0,05 vs tratado con NaCl 0,15 M pH 7.
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Identificacion de proteinas de la superficie del neutréfilo con capacidad de

unirse al ADN bacteriano

Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descriptos realizamos los

ensayos de purificacion del receptor de ADN empleando:

1) Neutrdéfilos estimulados o no con FMLP (en este caso para aumentar la
concentracién de receptores de ADN en la preparacién de membrana).

2) ADN de E. coli de longitud entre 1 y 2 kb para unir a las perlas magnéticas.

3) poliA y ARNt de levaduras como competidores para disminuir la unién
inespecifica de proteinas catidnicas al ADN.

4) Cloruro de sodio 1M para eluir las proteinas del ADN.

En base a estas consideraciones se disefid el protocolo indicado en la figura
34A en donde la solubilizacién de las proteinas de membrana se efectu6 luego de la
incubacion de las membranas con el ADN unido a las perlas magnéticas de modo de
reducir la posible interferencia de los detergentes en la interaccion ADN-receptor.
Empleando esta estrategia se identificaron un gran cantidad de proteinas (figura 34A)
muchas de las cuales resultaron ser proteinas de citoesqueleto, un hecho que sugiere
que la solubilizacion de las membranas fue incompleta arrastrando otras proteinas que
co-purificaron con el receptor. Por otra parte, también se identificaron varias proteinas
cationicas de los granulos del neutréfilo sugiriendo que la ruptura celular por cavitacion
no impidié por completo la liberacién de proteinas de los granulos, las cuales pudieron

unirse al ADN inmovilizado a las perlas magnéticas.

Por estos motivos, se decidié modificar la estrategia experimental a emplear
con el fin de evitar la unién de proteinas del citoesqueleto y del interior celular al ADN
conjugado a las perlas magnéticas. El nuevo protocolo (figura 34B) involucré la
incubacion de los neutrofilos con las perlas magnéticas con el ADN-biot asociado, y
luego el tratamiento de esta muestra con azul de metileno en presencia de luz blanca,
a fin de establecer una union covalente entre el ADN y las proteinas a las cuales se
habia unido previamente. Posteriormente, incluyd un paso de cavitacion celular y
separacion magnética del ADN con los fragmentos de membrana unidos. En este
caso, la solubilizacién de las proteinas se realizé con una concentracion mayor de

triton X-100 debido a la naturaleza covalente de la unién ADN-receptor. Del mismo
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modo, se aumentoé la fuerza iénica en los pasos de lavado de manera de disociar

proteinas cationicas de los granulos que se hubieran unido al ADN luego de la ruptura

celular. Finalmente las proteinas unidas covalentemente al ADN fueron liberadas

mediante incubacion de las muestras en presencia de DNasa .

A) Estrategia 1

Purificacién de membrana Biotinilacién del ADN
de PMN de E. coli

Incubacién con PoliA

y ARNt Unidn a perlas magnéticas

conjugadas a streptavidina

Solubilizacion con Triton 0,5%

3 lavados

Elucién con NaCl 1 M

{

SDS-PAGE y MALDI-TOF

B) Estrategia 2

Incubacion de PMN con PoliA y ARNt, y luego con
ADN biotinilado unido a perlas magnéticas

Crosslinking con azul de metileno y luz blanca

Cavitacion de los neutréfilos y separacion de las perlas
con proteil de id

\

Solubilizacion de membrana con triton 1%

3 Lavados (NaCl 1M + tritén 1%)

+ Dnasa |

Tratamiento con DNAsa |

SDS-PAGE y MALDI-TOF

C) Estrategia 3

Purificacién de membrana
de PMN

Biotinilacion del ADN
de E. coli

Unién a microesferas de
agarosa-streptavidina

Solubilizacién con NP-40 0,5% +
Deoxicolato de sodio 0,5%

Incubacién con PoliA
y ARNt

l 3 lavados

Elucién con NaCl 1 M

'

SDS-PAGE y MALDI-TOF
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Figura 34: Identificacion de proteinas del neutréfilo con capacidad de unir ADN bacteriano. Los
esquemas experimentales han sido detallados en materiales y métodos. Para cada estrategia
se muestra un gel representativo de 2-3 realizados y las proteinas identificadas mediante
espectrometria de masas empleando dicha estrategia.

Cabe destacar que la eficiencia del azul de metileno para unir covalentemente
el ADN a la superficie del neutréfilo, fue evidenciada por el hecho que luego del
tratamiento el 70% del ADN unido no pudo ser eluido por NaCl 1M a diferencia de lo
que ocurrio en neutrofilos incubados en ausencia de azul de metileno (datos no
mostrados). También es importante sefialar que el tratamiento con azul de metileno no
afecta a la biotina unida al ADN a diferencia de los protocolos que emplean

formaldehido como agente para generar la unidén covalente.

Siguiendo el esquema experimental recién detallado, se identificaron las
proteinas lactoferrina, beta-actina, azurocidina, elastasa y MNDA (figura 34B). La
literatura sefala que en todos los casos se trata de proteinas de localizacion
intracelular. Esto sugiere que la estrategia empleada podria no haber sido eficiente,
sospechamos que debido a un escaso contacto entre las perlas magnéticas y los
neutrdéfilos intactos. De todos modos, los resultados obtenidos resultan de interés ya
que MNDA, por sus caracteristicas (ver abajo) podria constituir un receptor intracelular
para ADN.

Los resultados anteriores nos llevaron a disefiar una tercera estrategia
experimental, en la que se incubaron la proteinas de membrana de los neutrdéfilos,
previamente solubilizadas con NP-40 0,5% y deoxicolato de sodio 0,5%, con ADN
unido a perlas de agarosa-streptavidina, la cuales exhiben mayor capacidad de unién
del ADN que las perlas magnéticas. Posteriormente, las proteinas unidas fueron
disociadas con NaCl 1M, separadas por electroforesis e identificadas por MALDI-TOF
(figura 34C). Este esquema experimental nos permitid identificar a las siguientes
proteinas: MPO, lactoferrina, azurocidina / CAP37, al receptor para Inositol 1,4,5-
trisfosfato receptor tipo 3, a la helicasa de ADN HEL308, a la proteina de demetilacion

de histonas 1B, a la moesina y a la proteina LRRC 40.
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Evaluacion de las proteinas identificadas como posibles receptores de

superficie para ADN bacteriano

A continuacion, analizamos las proteinas identificadas mediante espectrometria
de masas, de modo de determinar si alguna de ellas era compatible con un receptor
de ADN bacteriano presente en los neutrofilos. Para ello, nos apoyamos en evidencias
bibliograficas y empleamos diversos programa bioinformaticos con el fin de reducir el
numero de proteinas a analizar experimentalmente. Los criterios considerados para

este objetivo fueron:

a) La localizacion subcelular de las proteinas identificadas: Nosotros esperamos que el
receptor para ADN sea una proteina periférica o integral de membrana.

b) La presencia de dominios de unién a ADN en las proteinas identificadas.

c) Los tipos celulares en los que la proteina identificada es expresada, teniendo en
cuenta que el ADN-biot se une a la superficie de neutréfilos y monocitos, pero no a los
linfocitos (figura 35).

d) La presencia de un dominio TIR o LRR en las proteinas identificadas por MALDI o,
en su defecto, que se tratase de una proteina descripta como asociada a proteinas
con dominio TIR. Este criterio se sustenta en hallazgos previos de nuestro grupo que
demostraron que en neutrdfilos, la respuesta a ADN bacteriano involucra la
participaciéon de MyD88, una molécula que suele ser reclutada cuando los TLR o los

receptores de IL-1 e IL-18 son activados.
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La tabla 4 contiene el resumen de la descripcion del analisis realizado para
cada una de las proteinas identificadas mediante las tres estrategias empleadas. La
Unica proteina de las identificadas por MALDI que cumple con los cuatro criterios
mencionados es la cadena alfa M o0 CD11b. Esta proteina es una de las subunidades
que, junto con CD18, conforman la integrina Mac-1, molécula que se encuentra
localizada en la membrana plasmatica y en la membrana de vesiculas secretorias,
granulos de gelatinasa y granulos secundarios de los neutréfilos. Esta integrina
incrementa su expresién en superficie como consecuencia de la activacion celular. A
sSu vez se expresa en monocitos, macroéfagos y células dendriticas, pero no en
linfocitos, correlacionando con nuestras observaciones indicando que los linfocitos son
incapaces de unir ADN. De hecho, Benimetskaya y colaboradores demostraron que
Mac-1 (CD11b/CD18) es una proteina capaz de unir oligodeoxinucleétidos con
esqueleto fosforotioato en neutréfilos humanos (94). Por otra parte, Shi y
colaboradores comprobaron que Mac-1 tiene la capacidad de interaccionar fisicamente
con IRAK-1 y de activar NF-xB y AP-1 a través de TRAF6-TAK1 (754) lo cual
concuerda con resultados previos de nuestro grupo que indican que el ADN bacteriano

gatilla esta via de sefalizacion celular (88).

Proteina A B C D N°
Beta-tubulina citosol - Constitutiva No presenta 0
p53 Citosol/nucleo/ER Une ADN Baja expresion en neutrdfilos No presenta 1
Beta-actina citosol -—-- Constitutiva No presenta 0

. . Granulos azurdfilos Proteina catiénica con - .
Mieloperoxidasa capacidad de unirse al ADN Alta expresién en neutréfilos No presenta 2
. " Proteina catiénica con " .
Catepsina G Granulos azuréfilos capacidad de unirse al ADN Alta expresion en neutréfilos No presenta 2
Integrina alfa M Membrana plasm. y Puede unir ODNs Expresion en neutréfilos y monocitos | Activa IRAK-1 4
(CD11b) de granulos
Glicoproteina llb Membrana plasm. - Expresion en plaquetas No presenta 1
. Gréanulos . . y
Lactoferrina secundarios Une ADN con alta afinidad Alta expresion en neutrdfilos No presenta 2
Moesina " Puede unir ADN plasmidico y Expresién en glébulos blancos Interacciona
Citosol ODNSs p 9 con TLR4 2
Actinina-alfa 1 citosol - Constitutiva No presenta 0
Azurocidina Granulos azuréfilos No detectado Alta expresion en neutréfilos No presenta 1
. . e Proteina catiénica con " .
Elastasa del neutrdfilo Granulos azurdfilos capacidad de unirse al ADN Alta expresién en neutréfilos No presenta 2
MNDA Citosol / nicleo Une ADN Expresion en neut.réfﬂos y baja en No presenta 2
linfocitos
ADN helicasa HEL308 Citosol / nucleo Une ADN Desconocida No presenta 1
P_rotelna deldemetiacicolda Nucleo Une ADN Expresién en varios tipos celulares No presenta 1
histona 1B
Proteina LRRC 40 Citosol / nicleo No detectado Expresion en varios tipos celulares |Contiene 21 LRR 1

Tabla 4: Proteinas del neutréfilo que unen ADN bacteriano identificadas mediante MALDI-TOF.
(A) Localizacion subcelular, (B) Capacidad de unir ADN, (C) Tipos celulares donde se expresa;
(D) Presencia de dominios TIR, LRR o capacidad de interaccionar con proteinas con dominio
TIR. La ultima columna indica el nimero de condiciones (A-D) que se satisfacen.
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Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos evaluar si CD11b cumple un
rol en la union al ADN y en la respuesta de los neutréfilos al mismo. Con este fin,
empleamos neutrofilos provenientes de un paciente con deficiencia de adhesion
leucocitaria de tipo | (LAD1), enfermedad muy poco frecuente, caracterizada por una
expresion muy reducida de Mac-1 en la superficie celular. Los neutréfilos provenientes
del paciente deficiente presentaron una expresion de CD11b y CD18 menor al 2%

respecto de la un dador normal (figura 36A y 36B).
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Figura 36: Los neutrdfilos de pacientes deficientes en CD11b unen y responden al ADN
bacteriano. Los neutréfilos de un paciente LAD1 y de tres dadores sanos fueron incubados con
anticuerpos (A) anti-CD11b conjugado a PE o (B) anti-CD18 conjugado a FITC y luego la unién
de los mismos fue revelada por citometria de flujo. El histograma gris corresponde al control de
isotipo, la linea azul a la expresion en neutréfilos de un dador sano representativo y la linea roja
a la expresion en los neutrdfilos del paciente LAD1. (C) Los neutrdéfilos de un paciente LAD1 y
de tres dadores normales fueron incubados en presencia de 50 ug/ml de ADN-biot durante 20
min a 4°C. Luego la unién de avidina-FITC fue revelada por citometria de flujo. El histograma
gris corresponde a neutréfilos incubados con avidina-FITC en ausencia de ADN-biot, la linea
azul corresponde a la union de ADN-biot en neutréfilos de un dador normal representativo y la
linea roja a la union del ADN-biot a los neutréfilos del paciente LAD1. (D) Se estimuld a los
neutrdfilos (5x10° células/ml) en medio completo en presencia de 100 pg/ml de ADN genémico
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de E. coli simple cadena o doble cadena, 100 ug/ml de ADN gendémico doble cadena de la cepa
PAO-1 de P. aeruginosa, 500 ng/ml de LPS, 500 ng/ml de Pam3CSK4 o FMLP 10® M durante
3 h a 37°C. Luego se evaluo la produccion de IL-8 en el sobrenadante por ELISA. Los datos
representan la media + ES de 3 dadores normales y una paciente LAD1 evaluado por triplicado.

En estos neutréfilos evaluamos su capacidad de unir ADN-biot y de responder
a ADN bacteriano. Como puede observarse en la figura 36C, los neutréfilos del
paciente LAD1 fueron capaces de unir ADN bacteriano en niveles superiores a los de
donantes sanos. Este hecho podria deberse a que los neutréfilos LAD1 presenten un
mayor nivel de activacion basal como consecuencia de las infecciones severas y
recurrentes que aquejan a estos pacientes. Por otra parte, la produccion de IL-8 por
neutréfilos del paciente LAD1 fue similar a la observada en neutréfilos de dadores
normales tanto en respuesta a ADN de E. coli simple cadena como doble cadena asi
como también en respuesta al ADN doble cadena de P. aeruginosa (figura 36D). Estos
resultados, junto con los resultados previos de nuestro grupo que demostraron que ni
el fibrindbgeno soluble ni un fragmento Fab anti-CD18 humano inhibieron la respuesta
al ADN de E.coli, (62) indican que CD11b no constituye el receptor de los neutréfilos

para ADN bacteriano.

De las proteinas restantes identificadas por espectrometria de masas, ninguna
cumple con tres de las condiciones establecidas y seis proteinas cumplen con dos de

las mismas: MPO, catepsina G, lactoferrina, moesina, elastasa del neutrdfilo y MNDA.

La mieloperoxidasa, la catepsina G, la lactoferrina y la elastasa del neutréfilo
son proteinas catidnicas normalmente encontradas en grandes concentraciones en los
granulos del neutréfilo. Sin embargo, como consecuencia de la activacion de las
células, estas proteinas pueden ser liberadas y, en parte, asociarse de manera
periférica a la superficie celular. A su vez, debido a su naturaleza catiénica, estas
proteinas han demostrado tener la capacidad de unir ADN (155-157). De hecho,
nosotros encontramos a la MPO asociada al ADN extracelular de los biofiims de
P. aeruginosa (figura 18). Por este motivo, especulamos que ellas podrian actuar
como co-receptores para el ADN bacteriano en los neutréfilos. Para testear esta
posibilidad analizamos su presencia en la superficie de los neutréfilos por citometria de
flujo. Sin embargo, no fuimos capaces de detectar la presencia de la MPO o de
elastasta en la superficie de neutréfilos en reposo (figuras 37A y 38A) o de aquellos

estimulados con FMLP (datos no mostrados), a pesar de haber detectado su presencia
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intracelular. Por otra parte, el agregado de MPO exdgena a los neutréfilos no potencié

la union del ADN-biot a su superficie ni la activacion mediada por ADN de E. coli

(figura 38B).
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Figura 37: La MPO no constituye el receptor para ADN bacteriano. (A) Los neutrofilos fueron
incubados con un anticuerpo anti-MPO conjugado a FITC o control de isotipo y su union a MPO
intracelular o la que pudiera estar presente en la superficie celular fue revelada mediante
citometria de flujo. Los histogramas en gris representan a los controles de isotipo y las lineas
azules a la expresion de MPO. Se muestra un experimento representativo de tres realizados.
(B) Los neutrdfilos (5x10° células/ml) fueron incubados con 10 ug/ml de MPO y luego fueron
estimulados con ADN de E. coli durante 3 h. Posteriormente se determiné la produccién de IL-8
en el sobrenadante de cultivo (barras negras, eje y derecho) o se evalué la unién del ADN-biot
(barras grises, eje y izquierdo). Los datos representan la media £+ ES de 3 experimentos
representativos.

De modo similar, la preincubacion de los neutréfilos con concentraciones
saturantes de anticuerpos anti-elastasa no bloquearon la unién del ADN-biot a la
superficie celular ni lograron inhibir la produccion de IL-8 en respuesta al ADN de
E. coli (figura 38B). Estos resultados, sugieren que la MPO y la elastasa no
constituyen el receptor para ADN bacteriano de los neutrofilos. Aun resta por evaluar
el rol que podrian cumplir la lactoferrina y la catepsina G. Por otra parte, hasta el
momento, no hay descripciones en la bibliografia cientifica que sugieran que estas
proteinas senalicen por la via de los TLR o que interactuan con otras que si lo hagan.
Tampoco hemos hallado evidencias de esta interaccion mediante analisis con el

programa STRING.
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Figura 38: La elastasa del neutréfilo no constituye el receptor para ADN bacteriano. (A) Los
neutrdéfilos fueron incubados con un anticuerpo anti-elastasa o IgG de conejo como control de
isotipo y su unién a la elastasa intracelular o la que pudiera estar presente en la superficie
celular fue revelada empleando un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a FITC por
citometria de flujo. Los histogramas en gris representan a los controles de isotipo y las lineas
naranjas a la expresion de elastasa. Se muestra un experimento representativo de tres
realizados. (B) Los neutrdfilos (5x106 células/ml) fueron incubados con 20 ug/ml del anticuerpo
anti-elastasa o la IgG de conejo y luego fueron estimulados con ADN de E. coli durante 3 h y se
determind la produccién de IL-8 (barras negras, eje y derecho) o se evalud la union del ADN-
biot (barras grises, eje y izquierdo). Los datos representan la media + ES de 3 experimentos
representativos.

La moesina es una proteina intracelular que vincula el citoesqueleto con la
membrana plasmatica. En algunos tipos celulares, como monocitos, se la ha
encontrado asociada a la membrana plasmatica participando en el reconocimiento del
LPS formando parte de un complejo con CD14, MD-2 y TLR4, por lo que podria inducir
la sefalizacion a través de la via de MyD88 / IRAK-1 (758). En queratinocitos se ha
descripto que moesina tiene capacidad de unir ADN plasmidico, por lo que nosotros
sospechamos que podria tratarse del receptor para ADN bacteriano. Sin embargo,
descripciones previas (759) comprobadas por nosotros (figura 39A) indicaron que la
moesina no se encuentra expresada en la superficie de los neutréfilos humanos. En
acuerdo con esta observacién, concentraciones saturantes de anticuerpos
anti-moesina no fueron capaces de inhibir la produccion de IL-8 en respuesta al ADN
bacteriano ni de bloquear la unién del ADN-biot a la superficie de los neutréfilos (figura
39B). Estos resultados sugieren que la moesina no seria el receptor para ADN

bacteriano en los neutréfilos humanos.
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Figura 39: La moesina no constituye el receptor para ADN bacteriano de los neutrdfilos. (A)
Los neutrofilos fueron incubados con un anticuerpo anti-moesina o IgG de ratén como control
de isotipo y su unién a la moesina intracelular o la que pudiera estar presente en la superficie
celular fue revelada empleando un anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado a FITC por
citometria de flujo. Los histogramas en gris representan a los controles de isotipo y las lineas
rojas a la expresion de moesina. Se muestra un experimento representativo de tres realizados.
(B) Los neutrdfilos (5x10° células/ml) fueron incubados con 20 pg/ml del anticuerpo
anti-moesina o la IgG de ratén y luego fueron estimulados con ADN de E. coli durante 3 hy se
determind la produccion de IL-8 (barras negras, eje y derecho) o se evalu6 la union del
ADN-biot (barras grises, eje y izquierdo). Los datos representan la media + ES de 3
experimentos representativos.

Finalmente, analizamos el rol que podria cumplir la proteina MNDA en el
reconocimiento del ADN bacteriano por los neutrofilos. Esta proteina pertenece a la
familia Ifi-200, un grupo de proteinas con capacidad de unir ADN cuya expresion es
inducida por interferones y exhiben localizacion mayormente nuclear aunque también
se las puede hallar en citoplasma. A nivel de ARNm, MNDA presenta una alta
expresion en neutrdéfilos y otras células del linaje mieloide y baja en el linaje linfoide, un
aspecto que correlaciona con nuestros resultados de union de ADN-biot. Sin embargo,
y de acuerdo a lo previamente descripto para otros tipos celulares, no detectamos la
presencia de MNDA en la superficie de los neutrdfilos (figura 40A) y si en el interior
celular. Por otra parte, concentraciones saturantes de anticuerpos anti-MNDA no
bloquearon la unién de ADN-biot ni la activacion de los neutréfilos con ADN de E. coli
(figura 40B) sugiriendo que MNDA no seria el receptor para ADN presente en los

neutrdfilos.
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Figura 40: La MNDA no constituye el receptor para ADN bacteriano de los neutrofilos. (A) Los
neutréfilos fueron incubados con un anticuerpo anti-MNDA o IgG de cabra como control de
isotipo y su unién a la MNDA intracelular o la que pudiera estar presente en la superficie celular
fue revelada empleando un anticuerpo anti-lgG de cabra conjugado a FITC por citometria de
flujo. Los histogramas en gris representan a los controles de isotipo y las lineas verdes a la
expresion de MNDA. Se muestra un experimento representativo de tres realizados. (B) Los
neutrdfilos (5x10° células/ml) fueron incubados con 20 pg/ml del anticuerpo anti-MNDA o la IgG
de cabra y luego fueron estimulados con ADN de E. coli durante 3 h y se determind la
produccion de IL-8 (barras negras, eje y derecho) o se evalué la unién del ADN-biot (barras
grises, eje y izquierdo). Los datos representan la media + ES de 3 experimentos

representativos.

Los hallazgos realizados hasta el presente no nos han permitido identificar al
receptor celular para ADN, por lo que actualmente los esfuerzos se encuentran
concentrados en la identificacion de un fragmento de ADN capaz de unir con alta

avidez a los neutrofilos, para poder ser empleado en lugar del ADN-biot aplicando la

estrategia 3.
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Discusion

“Lo importante en ciencia no es tanto
obtener nuevos hechos como descubrir

nuevas formas de pensar sobre ellos”

William Lawrence Bragg
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Los neutréfilos constituyen la primera linea de defensa frente a infecciones de
naturaleza bacteriana y fungica. Ellos exhiben un amplio arreglo de receptores de
reconocimiento de patrones y receptores para opsoninas que les permiten detectar la
presencia de los microorganismos y montar una respuesta inflamatoria que involucra
la liberacion de citoquinas y quimiocinas, y la participacion de agentes anti-
microbianos como enzimas degradativas, defensinas e intermediarios reactivos del
oxigeno. Sin embargo, aun cuando los neutréfilos son efectores claves en la defensa
anti-infecciosa, debido a su naturaleza pro-inflamatoria, su activacion desregulada

puede conducir a la generacion de un dafio extenso a los tejidos circundantes.

Estudios previos de nuestro grupo demostraron que los neutréfilos son
activados por ADN bacteriano a través de un mecanismo que difiere del canénico y
que no involucra su internalizacion. Estos hallazgos motivaron los estudios
presentados en esta Tesis, en los que: (1) se evalud la capacidad pro-inflamatoria del
ADN extracelular de la matriz de los biofilms bacterianos en relacion a su habilidad
para inducir la activacion de neutrofilos humanos; y (2) se intenté determinar la

identidad del receptor involucrado en el reconocimiento del ADN por los neutrofilos.

El ADN extracelular es un componente proinflamatorio relevante de los biofilms

de P. aeruginosa

Los neutrofilos probablemente constituyan uno de los componentes mas
importantes de la respuesta inmune montada frente a las infecciones mediadas por
biofiims (728, 160-161). Sin embargo, es evidente que su arsenal de agentes
microbicidas, su capacidad fagocitica y los intermediarios reactivos del oxigeno que
producen generalmente no son efectivos para combatir estas infecciones (728). Mas
aun, en el caso de las infecciones mediadas por P. aeruginosa en pacientes con FQ,
los neutrdéfilos contribuyen a la patologia a través de los mediadores que liberan y
porque proveen una fuente de ADN y polimeros de actina que aumentan la viscosidad

del moco en los pulmones (130, 141).
Trabajos previos que estudiaron la respuesta inflamatoria de los neutrdfilos

frente a biofilms bacterianos se han centrado en evaluar el rol de los exopolisacaridos

de la matriz y de las moléculas de quorum sensing en la funcionalidad de los
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neutréfilos. Estos estudios demostraron que, mientras algunos componentes del
biofilm inhiben ciertas funciones del neutrdfilo, otros contribuyen a su activacion. En
este sentido, el exopolisacarido de P. aeruginosa inhibe la quimiotaxis de los
neutrdéfilos, mientras que el de Streptococcus mutans es capaz de inhibir la fagocitosis
y la produccion de intermediarios reactivos del oxigeno afectando la capacidad de los
neutréfilos de eliminar a las bacterias (737, 162-163). Por el contrario, la molécula de
quorum sensing N-3-oxododecanoil-homoserinlactona induce la quimiotaxis de los
neutrdéfilos, incrementa la expresion en superficie de la integrina CD11b/CD18 y de los
Fc-y receptores CD16 y C64, aumenta la fagocitosis de las bacterias y acelera la
apoptosis de los neutréfilos (7164-166). Otros estudios realizados con mutantes
deficientes en sefiales de quorum sensing demostraron que éstas moléculas inhiben el

estallido respiratorio del neutrofilo (167).

A pesar de la abundancia del ADN extracelular en la matriz de los biofiims y de
su importancia en la formacion de los mismos, antes del presente estudio no se
registraban trabajos que se hubiesen abocado a dilucidar el impacto del ADN de la
matriz en la activacion de células inmunes. Los resultados obtenidos en la presente
tesis nos permitieron determinar que el ADN extracelular de la matriz de los biofilms de
P. aeruginosa cumple un rol clave en la activacion de los neutréfilos, un hecho que fue
puesto en evidencia al evaluar su capacidad de inducir la produccién de citoquinas
proinflamatorias, de estimular la degranulacién, la fagocitosis y la induccion de la

liberacion de NET por neutréfilos.

Trabajos previos han determinado que el ADN bacteriano es un componente
significativo de la matriz extracelular de biofiims de la cepa PAO-1 crecidos en
condiciones estaticas y de flujo (768). De hecho, Matsukawa y colaboradores
demostraron que el componente mayoritario de la matriz de los biofiims de PAO-1
crecidos en condiciones estaticas es ADN. Esta macromolécula, a su vez, es cerca de
5 veces mas abundante que las proteinas y veinte veces mas abundante que los
carbohidratos en dichos biofilms (768). Estudios llevados a cabo en los afos 70
mostraron que, en 18 de 20 aislamientos clinicos de P. aeruginosa, el “slime” consistio
principalmente de ADN (773-774). Desde entonces, el ADN extracelular fue detectado
en la matriz de biofilms formados por especies de Staphylococcus, Streptococcus,

Enterococcus y Haemophilus (116-118, 120).
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¢ Cual es el mecanismo que determina la presencia del ADN en la matriz del
biofilm? Se han propuesto diferentes hipotesis, como ser: (1) la induccién por senales
de quorum sensing de un profago que provoca la lisis celular (7100, 169); (2) la lisis de
vesiculas conteniendo ADN que son liberadas por las bacterias; (3) la lisis de una
pequena subpoblacién de bacterias; y (4) a través del uso de sistemas de secrecion de
tipo IV (100, 109, 170).

En conjunto, estos hallazgos revelan una amplia distribucion del ADN
extracelular en biofilms bacterianos y la presencia de mecanismos conservados
evolutivamente que aseguran su presencia en los mismos. En particular, en nuestras
manos, los biofilms de 2 dias de la cepa PAO-1 contuvieron alrededor de 8,7 ug de
ADN / mg de proteina total. Teniendo en cuenta que los biofilms crecidos en las placas
de 96 pocillos tuvieron un volumen aproximado de 0,6 ul y un contenido proteico total
de 25 ug, la concentraciéon media de ADN en nuestros biofilms seria aproximadamente
de 360 ug/ml. Una proporcién importante de este ADN extracelular se encuentra
ubicado en la periferia de las estructuras con forma de hongo del biofilm, como lo
demuestran las imagenes adquiridas por MLC, de modo que queda expuesto a los
neutréfilos en los experimentos de co-cultivo, y posiblemente de modo similar en el
contexto de una infeccion. La concentracion detectada en nuestros biofilms es
compatible con la que empleamos en los ensayos de union del ADN a la superficie de
los neutréfilos y es aun superior a las concentraciones que gatillan eficientemente la
activacion del neutrdfilo in vitro. Ademas, el ADN inmovilizado, que simularia la forma
en que se presenta el ADN en el biofilm, resulté ser mas potente que el soluble para
inducir la activacién de los neutrdfilos. Estos hallazgos sugirieron que el ADN
extracelular de los biofiims de P. aeruginosa podria constituir un componente
proinflamatorio relevante de los mismos, y motorizaron los siguientes estudios en los
cuales comprobamos, ya en el contexto de un biofilm, que la eliminacién del ADN
extracelular del mismo mediante el empleo de DNasa |, reduce marcadamente la
produccion de citoquinas proinflamatorias por los neutréfilos en contacto con los
biofilms, asi como también el aumento de la expresiéon de marcadores de activacion y
la fagocitosis de bacterias. Sin duda, la relevancia del ADN de la matriz como
componente pro-inflamatorio patrimonio del biofilm, cobra mayor dimension si se tiene
en cuenta la abundante cantidad y diversidad de PMAP que impone el biofilm al

sistema inmune huésped.
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El quorum sensing es un mecanismo que permite a las bacterias percibir la
densidad de la poblacion bacteriana circundante y responder coordinadamente
regulando varios genes (171). P. aeruginosa utiliza los sistemas de quorum sensing
lasRI y rhiIRI para controlar la expresiéon de un amplio rango de factores de virulencia
(172-174). Ademas, las moléculas de quorum sensing son capaces de estimular
células eucariotas (71771). En nuestras manos, los biofilms formados con la cepa
mutante /las/ rhll, que se sabe que exhiben un contenido reducido de ADN extracelular
(700), indujeron una menor produccién de citoquinas por neutréfilos que la cepa
PAO-1 salvaje. Aunque nuestros hallazgos no excluyen la posibilidad de que este
efecto sea mediado por la deficiencia de algun otro factor regulado por los sistemas
Las y Rhl, el hecho de que el tratamiento del biofilm mutante /as/ rhil con DNasa | no
hubiese modificado su capacidad para estimular la produccién de IL-8 e IL1 por los
neutrdéfilos, es consistente con nuestra conclusion de que el ADN extracelular juega un

rol significativo en la activacion de los neutréfilos por los biofilms bacterianos.

El ADN extracelular de la matriz de los biofilms de P. aeruginosa podria jugar un

rol en la respuesta de los neutréfilos en pacientes con fibrosis quistica

La infeccién pulmonar con P. aeruginosa en pacientes con FQ es la infeccion
por excelencia en la cual se han mostrado claras evidencias de la participacion de los
biofiims en la patogenicidad. La FQ es una enfermedad hereditaria en la cual el
defecto primario resulta en una secrecion y absorcion de electrolitos disfuncional
particularmente en pancreas, pulmon, higado y tracto gastrointestinal. Poco después
del nacimiento se instaura un circulo vicioso, caracterizado por un moco espeso que
obstruye las vias respiratorias, proporcionando un nicho para el crecimiento
bacteriano, la infiliracién de neutrdfilos al tejido pulmonar y la descarga de su
contenido que incluye el viscoso polianion ADN, aumentando asi la viscosidad del
moco (775). La colonizacién pulmonar del tracto respiratorio inferior en pacientes con
FQ comienza en la infancia o en la nifiez temprana y, para la adolescencia o juventud
la mayoria de los pacientes con esta enfermedad (cerca del 80%) han sido
colonizados con P. aeruginosa (121). Esta bacteria forma biofilms en el huésped, lo
cual la hace tolerante a las concentraciones mas altas de antibidticos administrables y

no puede ser erradicada (121, 167).
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Trabajos previos demostraron que grandes polimeros de ADN presentes en las
secreciones purulentas en pacientes con FQ adhieren electrostaticamente proteinas
cationicas como la elastasa del neutréfilo y la MPO (776). En linea con estos
hallazgos, encontramos que la MPO liberada por los neutréfilos queda inmovilizada al
ADN extracelular de la matriz de los biofilms. Estudios previos demostraron que la
MPO, independientemente de su actividad catalitica, media la activacion de los
neutréfilos y retrasa su apoptosis al asociarse con la integrina CD11b/CD18 (Mac-1)
(177). Por este motivo, la MPO asociada al ADN podria promover respuestas
proinflamatorias no solo catalizando la produccién de hipoclorito y cloraminas, sino
también incrementando la activacion de los neutréfilos y su sobrevida. Cabe destacar,
que la elevada concentracién local de MPO sobre el biofim y la expresion
incrementada de Mac-1 en los neutréfilos, al aumentar la inflamacion, podria contribuir
no solo a la destruccion de las bacterias sino también al dafio en los tejidos

circundantes, como ha sido propuesto previamente (778).

Nuestros resultados también muestran que los biofilms bacterianos inducen a
los neutrdfilos a liberar abundantes NET, sugiriendo que la presencia de biofilms en
pacientes con FQ crénicamente infectados con P. aeruginosa podria exacerbar la
viscosidad del esputo purulento al gatillar la liberacion de NET. En particular, el ADN

extracelular de los biofilms mostré ser un potente inductor de la liberacion de NET.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos in vitro en los experimentos de
co-cultivo, es posible especular que el ADN extracelular presente en los biofilms de
P. aeruginosa instalados en pacientes con FQ contribuya a la respuesta inflamatoria
recurrente caracteristica de esta patologia. La produccion incrementada de
quimiocinas y citoquinas proinflamatorias favoreceria el reclutamiento de neutrofilos a
los pulmones. A su vez, estos neutrdfilos tendrian una activacion potenciada
descargando parte del contenido de sus granulos al medio extracelular causando
injuria en los tejidos circundantes. Finalmente, la abundante liberacion de NET
inducida por el ADN extracelular de los biofilms, contribuiria a aumentar la viscosidad
del esputo. En conjunto, esta respuesta inflamatoria exacerbada favoreceria el
desarrollo de la bronquiectasia, la fibrosis y, en ultima instancia, la falla respiratoria

que conduce a la muerte.

112



Cabe mencionar, que recientemente hemos demostrado que el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) potencia las
respuestas de los neutrdfilos al ADN bacteriano (779). Teniendo en cuenta que se ha
detectado un aumento en la expresion de GM-CSF asociado con la estimulacion
bacteriana en las células epiteliales de las vias respiratorias en pacientes con FQ en
comparacion con células epiteliales normales, es tentador especular que podria darse
una respuesta aun mas robusta al ADN extracelular de la matriz en pulmones

colonizados con biofilms en pacientes con FQ (780-187).

Merece destacarse que el tratamiento actual para pacientes con FQ incluye la
inhalacién por nebulizacion de DNasa | recombinante humana (rhDNasa), empleada
como agente mucolitico al degradar el polimero de ADN que es el mayor contribuyente
en aumentar la viscosidad del esputo en las secreciones de las vias aéreas en estos
pacientes (175, 182). A pesar de que el tratamiento con rhDNasa ha mostrado ser
beneficioso también en nifios, los cuales se supone no estan colonizados con biofilms
de P. aeruginosa (175), los resultados presentados en este trabajo sugieren que la
DNasa también podria contribuir a reducir la inflamacién al remover el ADN bacteriano
de la matriz extracelular en aquellos pacientes en los que el biofilm se ha instalado.
Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los biofilms de cepas
mucoides aisladas de pacientes con FQ créonicamente colonizados, esta capacidad

podria depender del contenido de ADN de la cepa correspondiente.

El receptor para ADN del neutréfilo es una proteina localizada en la membrana

plasmatica

La capacidad del ADN bacteriano extracelular de inducir la activacién de los
neutréfilos, nos motivd a realizar estudios para dilucidar la identidad del receptor
involucrado en su reconocimiento. Sin duda esta informacién podria redundar, en el
futuro, en el disefio de estrategias terapéuticas capaces de modular el desarrollo de

respuestas inflamatorias.
Previamente, en los estudios realizados como parte de mi Tesis de

Licenciatura, determinamos mediante experimentos que involucraron citometria de

flujo, que el ADN bacteriano se une a la superficie de los neutréfilos humanos. En el
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presente trabajo confirmamos estos hallazgos mediante MLC. La unién del ADN a la
superficie de los neutrdfilos es saturable y puede ser inhibida de manera dosis
dependiente por ADN no marcado, pero no por otros polianiones como PoliA o ARNt
de levaduras, sugiriendo que se trata de un proceso mediado por receptor. El
pretratamiento de los neutréfilos con proteinasa K previno la union del ADN-biot a la
superficie celular, y derivd en una incapacidad de los neutréfilos de producir IL-8 en
respuesta al ADN bacteriano, sugiriendo fuertemente que el ADN se une a un receptor

proteico de la superficie celular.

Busqueda del motivo del ADN bacteriano capaz de inducir la activaciéon de los

neutrofilos

Con el fin de purificar e identificar el receptor para ADN, consideramos que
seria muy util disponer de la secuencia que sea reconocida por el neutréfilo, o en su
defecto, de un pequefio oligbmero con capacidad de unir y activar a los neutroéfilos.
Dicha informacién nos permitiria contar con una herramienta con alta capacidad de
unién especifica y reduciria el pegado inespecifico en cualquier estrategia empleada
para identificar al receptor. En este estudio, comprobamos que el plasmido Bluescript
Il KS+ se une a la superficie de los neutrdfilos y es capaz de inducir su activacion. A
partir de ese plasmido se aislé un oligémero de 255 pb denominado F1, con capacidad
de unién a la superficie celular. Lamentablemente, F1 no logré desplazar la union del
ADN-biot a los neutréfilos ni gatillar eficientemente su activacion. Estos resultados,
aparentemente contradictorios, podrian ser explicados en base observaciones previas
propias y otras realizadas en otros sistemas ligando-receptor. Por un lado, es posible
que la activacién por ADN requiera que el receptor putativo sufra dimerizacion, como
ocurre con los TLR. De ser asi, la secuencia reconocida por el receptor deberia
encontrarse duplicada en el oligdbmero activador para mediar su dimerizacion. No
obstante, una sola copia de la secuencia de reconocimiento podria proveer la
informacidon necesaria para la union al receptor. Es decir que F1 podria contener una
copia de la secuencia de unién, que seria suficiente para mediar la unién pero no para

gatillar la activacion celular.

Pero, ¢cdmo se podria explicar que F1 haya sido aislado sobre la base de su

capacidad de unirse a la superficie del neutréfilo y no sea capaz de desplazar la union
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del ADN-biot (ADN gendmico biotinilado) a la superficie del neutréfilo? Es posible que
el pequefio tamano del oligdbmero F1 le impidiera competir eficientemente la union del
ADN-biot, pues esta ultima podria estar mas favorecida debido a que el tamafo del
ADN-biot oscilé entre 0,7 y 10 kb. En sustento de esta afirmacion, cabe recordar que
cuando realizamos experimentos con ADN digeridos con DNasa por distintos tiempos
para determinar cual es la minima longitud del oligdmero capaz de desplazar la union
del ADN gendmico y de inducir la activacion de los neutréfilos, sélo los ADN mayores a
930 nt cumplieron con ambas premisas (figura 31). Esto sugiere que existiria una
longitud critica a partir de la cual la union eficiente y la activaciéon celular se
encontrarian favorecidas, un hecho que podria reflejar un incremento en la
afinidad/avidez del receptor putativo si el ADN tuviera un tamafio tal que permitiera su
interaccion con dos 0 mas receptores simultaneamente. Tal comportamiento permitiria
explicar por qué un oligémero de 255 nt como F1 fue incapaz de desplazar la union de

un ADN gendmico.

Las propiedades de F1 no ameritaron su empleo en estudios tendientes a
identificar al receptor de ADN. Por este motivo, se continué buscando una secuencia
capaz de gatillar la activacion de los neutréfilos. Nosotros razonamos que, dado que el
ADN de vertebrados no induce la activacion de los neutrdfilos, la secuencia reconocida
por el receptor podria ser una secuencia evolutivamente conservada en procariontes,
cumpliendo de este modo uno de los postulados que definen a los PMAP. Esto motivé
una serie de estudios en los que testeamos si ciertas secuencias frecuentes en los
genes bacterianos (secuencias conservadas en promotores, secuencia de Shine-
Dalgarno de iniciacién de la traduccion y terminadores Rho independientes de la
transcripcion) eran capaces de inducir la activacion de los neutrofilos.
Lamentablemente, ninguna de las secuencias evaluadas logré inducir la produccion de
IL-8. Sin embargo, estos resultados no las descartan como posibles secuencias de
reconocimiento, pues como sefalé previamente, podria ser necesario que la
secuencia se encuentre por duplicado para inducir la activacion, o se podria requerir
de un ADN de mayor longitud para incrementar la afinidad/avidez del receptor por el
ADN. Un estudio mas exhaustivo deberia evaluar el impacto de secuencias
conservadas en el contexto de un ADN de mayor tamafio como ser un ADN

plasmidico.
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Por otra parte, numerosos trabajos han demostrado que, ademas de las
diferencias en las secuencias entre el ADN bacteriano y el de vertebrados, existen
diversas modificaciones en las bases o en el esqueleto fosfodiéster presentes en los
ADN procariotas y ausentes en el de los vertebrados (783-184). En particular, los
procariotas contienen en su ADN N°-metiladenina, 5-metilcitosina y N*-metilcitosina
debido a la presencia de metiltransferasas (783). Sin embargo, previamente, nuestro
grupo descartd la contribucion de estas metilaciones en la respuesta al ADN
bacteriano ya que no se observaron diferencias en la capacidad de inducir la
activaciéon de neutrofilos de un ADN gendmico salvaje respecto de uno purificado a

partir de una cepa deficiente en las metilasas.

Recientemente se describi6 una modificacion ampliamente distribuida en
diferentes especies bacterianas en el esqueleto de las moléculas de ADN. Dicha
modificacion consiste en un reemplazo, de manera secuencia especifica, de un
oxigeno en el enlace fosfodiéster por un atomo de azufre de modo de formar un enlace
fosforotioato (784). En estos momentos nuestro laboratorio se encuentra abocado a
evaluar el impacto de esta modificacién en la respuesta de los neutroéfilos al ADN

bacteriano.

Nuestros resultados indicaron que el ADN humano también tiene capacidad de
inhibir la unién del ADN-biot a la superficie celular. A pesar de que estos hallazgos no
excluyen la posibilidad de que el ADN humano esté compitiendo por la uniéon del
ADN-biot al mismo receptor putativo, considerando que el ADN humano es incapaz de
inducir la activacién de los neutrdéfilos (62), también es posible que las moléculas de
ADN humano de alto peso molecular ejerzan un impedimento estérico para la unién
del ADN bacteriano a los neutrdéfilos al interactuar de manera no especifica con la
superficie celular. Otra posibilidad es que el ADN humano se una eficientemente al
mismo receptor que el ADN bacteriano, pero sea incapaz de gatillar la activacion
celular. Apoyando esta posibilidad, resultados de estudios previos mostraron que el
TLR9 une ADN tanto estimulatorio como no estimulatorio. Sin embargo, sélo el ADN
estimulatorio provoca un cambio conformacional sustancial en el ectodominio del TLR9
que resulta en la activacion de las vias transduccionales (47). Mas alla del mecanismo
a través del cual el ADN humano interactia con la superficie de los neutréfilos, la
capacidad del ADN humano para inhibir la unién del ADN bacteriano podria tener

consecuencias in vivo en reducir la capacidad proinflamatoria del ADN bacteriano. En
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este sentido, estudios recientes demostraron la liberacion de ADN por neutréfilos
durante la muerte por NETosis (77). Considerando que las bacterias son potentes
estimuladores de la liberacién de NET, es posible especular que el ADN humano
contenido en las NET compita con la unién del ADN bacteriano a neutrdfilos viables,
reduciendo de este modo su capacidad de gatillar respuestas proinflamatorias. En este
marco, es interesante senalar que un exceso de 10 veces de ADN humano fue capaz
de inhibir significativamente la produccion de IL-8 gatillada por ADN bacteriano

(resultados no mostrados).

Evaluacion de la capacidad de distintas proteinas del neutréfilo de reconocer de
ADN

Estudios previos desarrollados por Bennet y colaboradores (93) mostraron
evidencias de la existencia de un receptor de uniéon a ADN, aun no identificado, en la
membrana plasmatica de los neutrofilos, que podria ser responsable de la endocitosis
y degradacién de ADN exdgeno. Dichos estudios emplearon ADN-[H?] de fago A como
ligando y comprobaron que su unién a la superficie de los neutrofilos es dependiente
de calcio, magnesio y sulfatos. Estos hallazgos difirieron de aquellos realizados por
nosotros, indicando que la unién del ADN de E. coli es independiente de dichos iones
y no es inhibible por EDTA (753). Estos resultados sugieren que podria existir mas de
un receptor para ADN en la membrana de los neutréfilos y/o que la union de distintos

tipos de ADN podria tener diferentes requerimientos.

Otros trabajos también reportaron la presencia de proteinas de unién a ADN en
leucocitos, fibroblastos, queratinocitos y células de Kupffer (97-92, 94, 185-186). En
particular, Loke y colaboradores determinaron que una proteina de 80 kDa media el
transporte de ODN en células de la linea promielocitica HL-60 (92). Los autores
reportaron que la unién de los ODN era independiente de la secuencia y podia ser
inhibida en un 60-80% por una concentraciéon dos veces superior de ODN no
marcados (25 mM), asi como también por deoxirribonucledétidos, ribonucledtidos, ADN
plasmidico y ARNt de levaduras. Sin embargo, la unién del ADN y la activacion de
neutrofilos descripta en esta tesis no parece estar mediada por la proteina detectada
en células HL-60 debido a que en nuestros experimentos, (1) fragmentos de ADN

menores a 170 nt no fueron capaces de competir la unién del ADN-biot no digerido a
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los neutrdfilos ni lograron inducir la activacion de los mismos; y (2) otros polianiones,
como poli-A y ARNt de levaduras, fueron completamente incapaces de inhibir la union

del ADN a la superficie de los neutrdfilos.

Nuestros resultados de MALDI-TOF identificaron a CD11b, componente de la
integrina Mac-1, como una molécula de la superficie del neutréfilo capaz de unir ADN
bacteriano. Benimetskaya y colaboradores previamente demostraron que la integrina
Mac-1 tiene la capacidad de unir ODN (94). Sin embargo, estudios previos de nuestro
grupo descartaron de manera indirecta que esta proteina estuviese involucrada en el
reconocimiento del ADN bacteriano, ya que la activacién inducida por el mismo no
pudo ser inhibida por concentraciones saturantes de un fragmento Fab anti-CD18 o
por fibrindgeno soluble (62). En la presente tesis confirmamos esta presuncion pues
los neutrdfilos provenientes de un paciente deficiente en Mac-1 no soélo fueron capaces

de unir ADN bacteriano, sino que también pudieron ser activados por él.

Adicionalmente, nuestros resultados de espectrometria de masas identificaron
a la moesina como molécula capaz de unir ADN bacteriano. A pesar de que la
moesina es ampliamente conocida por su capacidad de mediar la union de la
membrana plasmatica al citoesqueleto de actina (787), trabajos previos realizados en
queratinocitos humanos, la habian descrito como proteina de unién a ADN (185).
Empleando, analisis por south-western y ensayos de retardo en geles, los autores
encontraron que tanto moesina como erzina (otra molécula con funcion similar) son
capaces de unir ADN plasmidico, ADN de fago A y ODN de manera independiente de
secuencia y también ADN de timo bovino, pero son incapaces de unir ARN. Por otra
parte, Wittrup y colaboradores demostraron que la incorporacion de ADN desnudo por
células de mamiferos es mediada por proteoglicanos de la superficie celular en
conjunto con proteinas presentes en el medio condicionado de estas células, entre las
que se encuentra la moesina (788). Mas relevante aun resultan los hallazgos
indicando que en monocitos, moesina forma un complejo con CD14, MD-2 y TLR4,
participa en el reconocimiento del LPS y sefalizaria a través de la via de MyD88 /
IRAK-1 (1568). Dado que en estudios previos determinamos que el ADN bacteriano
activa a los neutrdéfilos por esta via (88), consideramos posible que la moesina cumpla
un rol en el reconocimiento del ADN extracelular por los neutrdéfilos. Lamentablemente,
en acuerdo con trabajos previos que describieron la presencia de moesina en la

membrana de linfocitos T, células NK y monocitos pero no en granulocitos (759),
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nosotros no logramos detectarla en la superficie de los neutréfilos por citometria de
flujo. Ademas, concentraciones saturantes de un anticuerpo anti-moesina no inhibieron
la union del ADN-biot a la superficie de los neutrdfilos ni la produccion de IL-8 inducida
por ADN de E. coli. Estos hallazgos sugieren que la moesina no constituye el receptor
responsable de la activacién por ADN bacteriano en los neutréfilos. Sin embargo, es
posible especular que el anticuerpo empleado esté dirigido contra un epitope que no
se encuentre expuesto en la moesina de neutrofilos, por lo cual, resultados
concluyentes solo podran ser alcanzados cuando logremos establecer una linea
celular deficiente en moesina y su papel en el reconocimiento del ADN pueda ser

inequivocamente estudiado.

Otra proteina que identificamos por MALDI-TOF fue MNDA. Esta proteina
pertenece, junto con AIM2, a una familia de proteinas con capacidad de unir ADN, que
tienen localizacidn mayormente nuclear, aunque también se las puede hallar en el
citoplasma (756). Nosotros detectamos a MNDA en el interior del neutrofilo pero no en
la membrana plasmatica, y al igual que ocurrié con moesina, un anticuerpo anti-MNDA
fue incapaz de inhibir la union del ADN-biot a la superficie de los neutrdfilos y la
produccion de IL-8 inducida por ADN de E. coli, sugiriendo que no constituye el

receptor para ADN del neutrdfilo.

Es interesante sefalar, que tanto moesina como MNDA, podrian desempenar
un papel en el reconocimiento citoplasmatico de ADN, motivo por el cual, el
establecimiento de lineas celulares deficientes en estas moléculas constituiran

herramientas valiosas para evaluar este rol.

Participacion de proteinas granulares del neutréfilo identificadas por MALDI-TOF

en el reconocimiento del ADN bacteriano

Previamente demostramos que la unién del ADN bacteriano a la superficie de
los neutréfilos aumenta por estimulacion con quimioatractantes y PMA. Dicho
incremento puede ser evidenciado a los 5 min post-estimulacion, indicando que no
involucra la sintesis de novo del receptor putativo. Los resultados de experimentos
presentados en esta Tesis, en los que el inhibidor de la degranulaciéon PXF inhibi6é de

manera similar el aumento en la expresién en superficie de CD11b (una molécula
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presente en la membrana de granulos especificos, terciarios y vesiculas secretorias) y
el incremento de la union del ADN-biot gatillado por el FMLP, sugieren que este ultimo
podria ser consecuencia de la exposicion de la proteina de unién a ADN desde un pool
preexistente presente en la membrana de los granulos que pasan a formar parte de la
membrana plasmatica como consecuencia de la degranulacién que tiene lugar luego
de la estimulacion celular. Sin embargo, nuestros resultados no descartan que el
incremento de la unibn a ADN observado tras la activacion celular pueda ser
ocasionado por el aumento de una molécula capaz de unir ADN y cooperar en la union

de éste a un receptor con capacidad de transducir la sefial.

En este sentido, merece destacarse que por espectrometria de masas nosotros
identificamos a la MPO, la lactoferrina, la elastasa y la catepsina G como moléculas
capaces de unir al ADN bacteriano. Estas proteinas, que se encuentran en alta
concentracion en los granulos de los neutréfilos en reposo, pueden ser liberadas como
consecuencia de la activacion celular, y debido a su naturaleza catiénica, pueden
unirse electrostaticamente a proteoglicanos de la membrana plasmatica (789). Del
mismo modo, su carga neta positiva al pH fisiolégico favoreceria su union a
polianiones como el ADN (157, 190-1917).

Reportes previos determinaron que la MPO tiene capacidad de unir al ADN
humano (17, 191). Ademas, nosotros detectamos a la MPO unida al ADN extracelular
de los biofilms de P. aeruginosa en experimentos de co-cultivo con neutréfilos. Dado
que esta proteina representa aproximadamente el 5% del peso seco del neutrdfilo,
seria posible que ejerciera un rol en el reconocimiento del ADN bacteriano. Sin
embargo, no pudimos detectar su presencia en la superficie celular, tanto en
neutrdéfilos en reposo como en aquellos estimulados con FMLP. A su vez, el agregado
de MPO exdgena a células en reposo no incrementd la union del ADN-biot a la
membrana plasmatica de los neutréfilos ni potencié la activacion inducida por ADN
bacteriano, lo que sugiere que la MPO, aun cuando tiene capacidad de unir ADN, no

participa del reconocimiento del ADN bacteriano en los neutrofilos.

La elastasa y la catepsina G también han sido descriptas como moléculas
capaces de unir ADN y, de hecho, fueron detectadas asociadas al ADN extracelular
humano del esputo de pacientes con FQ (757, 192). Sin embargo, en las condiciones

empleadas en nuestros experimentos no logramos detectar a la elastasa asociada a la
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superficie celular, ni logramos bloquear la unién del ADN-biot o la activacion de los
neutréfilos por ADN bacteriano empleando concentraciones saturantes de un
anticuerpo anti-elastasa, sugiriendo que la elastasa no participa del reconocimiento del
ADN bacteriano en los neutréfilos. En este estudio no hemos evaluado el papel que
podria desempefiar la catepsina G en el reconocimiento del ADN bacteriano, aunque
constituye un proyecto a futuro teniendo en cuenta que esta molécula tiene mayor

afinidad por el ADN que la elastasa (157).

He y colaboradores demostraron que la lactoferrina puede unirse al ADN con
alta afinidad, con preferencia por las secuencias GGCACTT(G/A)C,
TAGA(A/G)GATCAAA o ACTACAGTCTACA (790). En el mismo sentido, Britigan y
colaboradores comprobaron que la lactoferrina une oligonucleétidos simple cadena de
manera independiente de secuencia (793). Los autores propusieron que la lactoferrina
soluble actuaria como mecanismo regulatorio disminuyendo los efectos de los
oligonucledtidos CpG sobre las células inmunes. Los experimentos para determinar el
rol que podria desempefiar la lactoferrina en el reconocimiento del ADN bacteriano por

el neutrdfilo constituye un proyecto pendiente que sera encarado en el futuro.

Participacion de los TLR en el reconocimiento del ADN

Trabajos previos de nuestro grupo demostraron que la activacion de los
neutrdéfilos por ADN bacteriano es dependiente de MyD88 e involucra la activacion de
la via transduccional comun a los TLR. Por este motivo, nosotros esperabamos
encontrar, producto de los ensayos de MALDI-TOF, a un TLR o a alguna molécula
capaz de interactuar con un TLR que pudiera funcionar como un co-receptor. Los TLR
presentan una expresidn baja en comparacién con otros receptores de células del
sistema inmune, habiendo entre 75 y 2100 moléculas por célula dependiendo del TLR
y del tipo celular involucrado (794). Considerando que en el protocolo de purificacion
del receptor partimos de 5x10® neutrdfilos, esto implica que, en el caso de que el
receptor involucrado fuese un TLR, la banda correspondiente en el gel contendria, a lo
sumo, entre 0,06 y 1,7 pmoles de proteina. La técnica de MALDI-TOF no es eficiente
para detectar proteinas presentes en cantidades menores a 0,1 y 0,2 pmoles en
muestras complejas provenientes de geles 1D como las de nuestros ensayos (795).

Por estos motivos, si el receptor para ADN bacteriano de los neutrdfilos, fuese un TLR
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u otra proteina cuya expresion fuese de unos pocos cientos de moléculas por célula,
es posible que no lo hubiésemos detectado por encontrarnos por debajo del limite de

deteccion de la técnica.

Por este motivo, decidimos cotejar los resultados de MALDI-TOF restringiendo
la busqueda a los distintos TLR y otras moléculas que pueden interaccionar con ellos
como MD-2, CD14 y CD36. Este analisis nos permitié identificar 4 péptidos de masas
concordantes con las de los péptidos del TLR9. Lo mismo ocurrié para el TLR6 y
TLRY. Sin embargo, esta cantidad de péptidos implica una cobertura menor al 5% para
proteinas del tamafo de los TLR. Por otra parte, ninguno de los péptidos pudo ser
secuenciado debido a la baja intensidad de sefial, lo cual no nos permite asegurar
fehacientemente que los TLRs mencionados hayan estado presentes en las muestras

analizadas.

Cabe destacar que trabajos previos de nuestro grupo sugirieron que el TLR9 no
participa del reconocimiento del ADN bacteriano por los neutréfilos. Esta conclusion
esta sustentada por experimentos indicando que (a) la respuesta al ADN bacteriano no
es inhibida por cloroquina ni por wortmanina (inhibidores de la colocalizacion del ADN
con el TLR9O en los endosomas); (b) los neutrdfilos responden eficientemente a ADN
inmovilizado y (c) los neutrdfilos de ratones deficientes en TLR9 responden

normalmente al ADN bacteriano.

Por otra parte, el TLR7 constituye un receptor para ARN simple cadena aunque
también se le ha adjudicado capacidad de unir ADN. A su vez el TLR6 dimerizando
con el TLR2 participa en el reconocimiento de una gran variedad de ligandos
bacterianos. Sin embargo, es interesante notar que ni el Pam2CSK4 (ligando de
TLR2/TLR6), ni el loxoribine (ligando de TLRY7) lograron inhibir la unién del ADN-biot a
la superficie de los neutrofilos ain empleados a concentraciones saturantes (datos no
mostrados), un resultado que indirectamente sugiere que estos receptores no

participan del reconocimiento del ADN.
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Conclusiones

En la presente tesis se emplearon tres estrategias experimentales para purificar
e identificar al receptor responsable de gatillar la activacién de los neutrdfilos inducida
por ADN bacteriano. Como resultado se identificaron 16 proteinas de las cuales se
escogieron 5 para ser evaluadas funcionalmente en base a: 1) su localizacion
subcelular, 2) presencia de dominios de uniéon a ADN, 3) tipos celulares donde su
expresion ha sido determinada y 4) presencia de dominio TIR o potencialidad de
asociarse a otras proteinas con dominio TIR. Hasta el momento, ninguna de las
proteinas estudiadas, a pesar de presentar capacidad de unir al ADN, mostré ser la

responsable de gatillar la activacion celular.

Hallazgos de numerosos grupos de investigacion revelan una amplia
distribucion del ADN extracelular en biofilms bacterianos y la presencia de diversos
mecanismos conservados evolutivamente que aseguran su presencia en los mismos.
El modo de crecimiento en biofilm constituye una estrategia para la supervivencia
microbiana que facilita la transmisién de patégenos proveyendo un ambiente protectivo
estable y actuando como reservorio para la diseminacion de una gran numero de
microorganismos a nuevas superficies (727). Por estos motivos es posible especular,
desde un punto de vista evolutivo, que en los vertebrados se han seleccionado
mecanismos para reconocer los biofilms bacterianos detectando el ADN de su matriz
extracelular, de modo de incrementar las respuestas inmunes contra estas infecciones
bacterianas persistentes. En algunos casos, sin embargo, como en las infecciones
pulmonares con P. aeruginosa en pacientes con FQ o en infecciones crénicas en
quemaduras, el ADN extracelular podria también contribuir a gatillar una respuesta

inflamatoria sobre-dimensionada ocasionando dafio tisular.
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