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Resumen

Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) representan una de las
primeras lineas de defensa frente a infecciones bacterianas. Son las primeras
células en arribar al foco infeccioso, donde son capaces de reconocer los
patdégenos, internalizarlos y mediar su muerte de manera tanto intracelular como

extracelular.

Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram negativa con gran incidencia
en infecciones nosocomiales en todo el mundo, asociadas principalmente a
cepas multirresistentes. Son de particular relevancia las Klebsiella pneumoniae
del Secuencio Tipo 258 (ST258), un clon endémico de Argentina y resistente a
los carbapenems, antimicrobianos de ultimo recurso, por la presencia de la

enzima carbapenemasa de K. pneumoniae (KPC).

El dramatico escenario que plantea el aumento de las infecciones
causadas por bacterias multirresistentes ha despertado un especial interés por
el estudio de la respuesta inmune frente a este tipo de microorganismos, la
busqueda de nuevas estrategias terapéuticas y el desarrollo de vacunas para
prevenir las infecciones causadas por ellos. Por esta razén, es fundamental
conocer en detalle como Klebsiella pneumoniae multirresistente puede evadir la
respuesta inmune, con el fin de proporcionar estrategias alternativas o
complementarias al uso de farmacos y asi combatir las infecciones por este
patdgeno oportunista de gran éxito. Partiendo de la hipétesis de que Klebsiella
pneumoniae KPC ST258 es capaz de evadir la respuesta del PMN, nuestro
objetivo fue comprender el impacto de Klebsiella pneumoniae KPC ST258 sobre

la respuesta microbicida del PMN.

En primer lugar, observamos que PMN humanos purificados de sangre
periférica no son capaces de eliminar a Klebsiella pneumoniae KPC ST258 (Kp).

En linea con esto, demostramos que Kp no induce la formacion de trampas



extracelulares de neutrofilos (NETs), un mecanismo microbicida extracelular
clave, y ademas es capaz de inhibir la formacién de NETSs inducidas por diversos
estimulos positivos bien conocidos. La presencia de componentes de sangre
periférica, capaces de potenciar la respuesta inmune, como son los anticuerpos
naturales y las plaquetas, no lograron revertir la inhibicién de la formacion de
NETs por parte de Kp. En busqueda del mecanismo detrds de esta inhibicion,
observamos que adn en presencia de una gran produccién de ROS por parte de
los PMN, Kp continda inhibiendo la formacion de NETs. Sin embargo,
descubrimos que Kp impide la correcta migracion de la elastasa desde los
granulos azurdfilos hacia el nucleo, un paso clave en la formacién de NETS.
Profundizando en los posibles destinos celulares de los granulos que contienen
a la elastasa, encontramos que Kp afecta su movimiento en general ya que no
se observo una fusion de los granulos azurofilos con los fagosomas que
contienen a la bacteria ni su contenido es liberado al medio extracelular. Como
consecuencia de estos fendbmenos, demostramos que la bacteria es capaz de
persistir dentro del PMN asi como también continuar su crecimiento
extracelularmente. Finalmente, reportamos que Kp afecta la polimerizacion de

actina, asi como funciones de los PMN relacionadas con el citoesqueleto.

En conclusion, descubrimos que Kp posee un mecanismo de evasion de
la respuesta microbicida de los PMN a patrtir de su impacto en la funcionalidad
de los granulos azurdfilos y, en particular, de la movilizacion intracelular de la
elastasa. Este proceso da lugar a dos consecuencias: que una bacteria
tipicamente extracelular pueda sobrevivir intracelularmente y una mayor

capacidad de diseminacién extracelular.
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Abstract

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) represent one of the first lines of
defense against bacterial infections. They are the first cells to arrive at the
infection site, where they are able to recognize pathogens, internalize them and

mediate their death both intracellularly and extracellularly.

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative bacterium with a high incidence
of nosocomial infections worldwide, mainly associated with multidrug-resistant
strains. Of particular relevance is Klebsiella pneumoniae Sequence Type 258
(ST258), an endemic clone in Argentina resistant to carbapenems, antimicrobials
of last resort, due to the presence of the K. pneumoniae carbapenemase enzyme
(KPC).

The dramatic scenario posed by the increase in infections caused by
multidrug-resistant bacteria has aroused special interest in the study of the
immune response against this type of microorganism, the search for new
therapeutic strategies and the development of vaccines to prevent infections
caused by them. For this reason, it is essential to understand in detail how
multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae can evade the immune response, in
order to provide alternative or complementary strategies to the use of drugs and
thus combat infections caused by this highly successful opportunistic pathogen.
Based on the hypothesis that Klebsiella pneumoniae ST258 KPC (Kp) is able to
evade the PMN response, we aimed to understand the mechanisms by which Kp
inhibits the PMN response.

First, we observed that human PMN purified from peripheral blood were
not able to kill Kp. In line with this, we showed that Kp did not induce neutrophil
extracellular traps (NETS) formation, a key extracellular microbicidal mechanism,
and was also able to inhibit the formation of NETs induced by other well-known
positive stimuli. Components present in peripheral blood capable of enhancing
the immune response, such as natural antibodies and platelets, failed to reverse
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the inhibition of NETs formation by Kp. Seeking the mechanism behind this
inhibition, we observed that even in the presence of high ROS production by
PMN, Kp continued to inhibit NETs formation. Moreover, we found that Kp
prevented the proper migration of elastase from the azurophilic granules to the

nucleus, a key step in NETs formation.

Deepen into the posible cellular localization of granules that contained
elastase, we found that Kp affected their general movement: they were neither
found in the phagosomes that contain the bacteria nor were released into the
extracellular milieu. Consequently, this allowed Kp to persist within PMN as well
as to continue growing extracellularly. Finally, we found that Kp affected actin

polymerization, as well as PMN functions related to the cytoskeleton.

In conclusion, Kp evades the microbicidal response of PMN by affecting
the intracellular mobilisation of azurophilic granules and, in particular, elastase.
This process has two consequences: increased intracellular survival of a typical

extracellular bacterium and an increased ability to disseminate.
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BREVE INTRODUCCION
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) son células fundamentales de
la respuesta inmune innata, constituyendo una de las primeras lineas de defensa
frente a bacterias de vida extracelular. Frente a una infeccion, son las primeras

células en arribar al tejido, con el fin de contener y erradicar al patégeno 2.

En el foco infeccioso, los PMN son capaces de reconocer y fagocitar
patdogenos mediante diversos receptores de membrana. Fundamentalmente, los
PMN logran mediar la muerte de los patdgenos a través de distintos mecanismos

tanto intracelulares como extracelulares 2.

Dentro de las funciones microbicidas de los PMN se puede destacar el
rol de los granulos azurdéfilos o primarios, uno de los cuatro tipos de granulos de
los PMN, los cuales contienen el mayor arsenal microbicida. Considerando el
contenido de estos granulos azurdfilos, podemos destacar a la elastasa del
neutréfilo (NE) y a la mieloperoxidasa (MPO), dos proteinas con participacion en
distintos mecanismos microbicidas del PMN. El contenido de estos granulos
puede ser liberado al exterior dando lugar a la muerte extracelular de patégenos,
en un proceso denominado degranulacion. También, su contenido puede
liberarse en los fagosomas donde se internalizaron los patdogenos, mediando su
muerte intracelular. Finalmente, la elastasa, y luego MPO, pueden migrar hacia
el ndcleo. Alli dan lugar a la descondensacion del ADN, lo cual conlleva a la
ruptura de la membrana nuclear y asi a la formacion y liberacion de las trampas
extracelulares de neutréfilos (NETS), un mecanismo extracelular de muerte y

contencién de patdégenos, descripto hace poco mas de 20 afios °.

Las infecciones por bacterias multirresistentes presentan un gran desafio
para la salud publica: su incidencia se encuentra en continuo aumento y
actualmente son responsables de mas de 1 millon de muertes al afio. En este
contexto, el estudio de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa
(KPC), una de las bacterias multirresistentes perteneciente al grupo critico de
estudio segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en sus ultimos
informes (2017, 2024) 4° ha tomado mucha relevancia.
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Existen distintos secuenciotipos (ST) de Klebsiella pneumoniae que son
multirresistentes y relevantes para la salud publica . En particular, el ST258 ha
sido clasificado como el principal responsable de la diseminacion de la enzima

KPC y es un clon endémico y predominante en Argentina desde el afio 2006 ’.

Ante la falta de alternativas terapéuticas a partir de la multirresistencia, la
respuesta anti bacteriana del sistema inmune, y en particular de los PMN, es
fundamental para lograr erradicar las infecciones mediadas por estas bacterias.
Sin embargo, diversos mecanismos de evasion de la respuesta de los PMN han
sido descriptos a lo largo de los afios y estas bacterias no son la excepcion &.
Nuestro grupo ha estudiado la interaccion entre Klebsiella pneumoniae KPC
ST258 (Kp) y los PMN durante los ultimos afios. Logramos determinar que los
PMN se activan frente a Kp y logran fagocitarla, pero la produccién de especies
reactivas del oxigeno (ROS) es pobre y la bacteria no puede ser eliminada a

tiempos tempranos °.

El preocupante incremento de infecciones provocadas por bacterias
multirresistentes ha generado un creciente interés en el estudio de la respuesta
inmune frente a estos microorganismos, asi como en la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas y en el desarrollo de vacunas para prevenir las
infecciones que provocan. En este contexto, resulta esencial entender como
Klebsiella pneumoniae multirresistente logra eludir la respuesta inmune, con el
propésito de desarrollar enfoques alternativos o complementarios al uso de
antibioticos, y asi hacer frente a las infecciones causadas por este patdégeno
oportunista de notable prevalencia. La hipotesis de este trabajo es que Kp tiene
la capacidad de evadir la respuesta microbicida de los PMN a través de distintos

mecanismos.

Por lo tanto, el objetivo central de este proyecto es estudiar los posibles
mecanismos a través de los cuales Kp inhibe la respuesta microbicida de los
PMN.

12



A continuacion, se definen los objetivos especificos:

1- Estudio de la formacion y liberacién de NETSs frente a Kp
o Analizar la capacidad de los PMN de contener a Kp

o Estudiar el efecto de Kp sobre los distintos tipos de

formacién de NETs

o Determinar la capacidad de componentes séricos de
modular la formacion de NETs en presencia de Kp

o Dilucidar el impacto de Kp sobre los pasos necesarios para

la formacion de NETs

2- Estudio del impacto de Kp sobre la movilizacién de los granulos azurofilos

o Evaluar la movilizacion de los granulos azurdfilos hacia los

fagosomas que contienen a Kp

o Evaluar la movilizacién de los granulos azuréfilos hacia la

membrana plasmatica, en presencia de Kp

o Estudiar el efecto de Kp sobre un proceso relevante para la
movilizacion de los granulos del PMN como es la polimerizacion de

actina

o Determinar las consecuencias del impacto de Kp sobre la
movilizacion de los granulos azurdfilos: eliminacion intracelular o

persistencia.
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INTRODUCCION

1. Larespuestainmune innata

La inmunidad innata representa uno de los dos mecanismos
fundamentales de defensa frente a patégenos en humanos °. Es un sistema
altamente conservado a lo largo de la evolucion, encontrandose algunos de sus
mecanismos desde organismos unicelulares hasta eucariotas inferiores y plantas
1 En humanos, las barreras anatémicas del cuerpo, como la piel y las mucosas,
junto con los factores liberados por las mismas, representan la primera barrera
ante el encuentro con la inmensa diversidad de microorganismos que nos rodea.
Siendo superada esta primera barrera, componentes celulares y humorales,
protagonistas de la respuesta inmune innata, toman relevancia tanto en la
erradicacion o contencidn del patégeno, asi como también en orientar el curso
de la respuesta inmune adaptativa. Finalmente, la inmunidad innata presenta
mecanismos anti-inflamatorios o reparadores, que permitiran reducir el dafio

tisular y retornar a la homeostasis 1.

En el comienzo de la respuesta inmune anti-bacteriana, la activacion del
complemento y la opsonizacién del patdégeno por anticuerpos (naturales o pre-
formados), junto con el reconocimiento del patdogeno o sefales de dafio tisular,
daran lugar al inicio de la respuesta inflamatoria, orquestada por las células
residentes de tejido. Esta respuesta inflamatoria, entre otras cosas, permite
reclutar células especializadas hacia el sitio de infeccion. En este sentido,
cuando se trata de bacterias extracelulares, los polimorfonucleares neutrofilos
(PMN) representan una de las células fundamentales en la contencién y/o

erradicacion del patégeno, pudiendo desplegar todo su arsenal microbicida.
2. Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN)
2.1. Generalidades

Los PMN o neutréfilos forman parte del conjunto de células inmunes
provenientes del linaje mieloide, caracterizandose por tener un nucleo
multilobulado y una gran concentracion de granulos en el citoplasma, por lo que

también se los conoce como granulocitos. Junto a ellos se suele agrupar a los
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eosinofilos y basdfilos, pero éstos difieren principalmente en su composicion y
funcion, a pesar de presentar una morfologia similar. Dentro de los leucocitos,
en humanos los PMN constituyen la mayoria de células en la sangre periférica,
conformando entre el 50% y el 70% de los leucocitos en circulacién 2, aunque
una gran proporcién de ellos se encuentran asociados al endotelio vascular
conformando el pool marginal de PMN 23, La vida media de los PMN es
relativamente corta (6-12 horas) aunque aumenta si éstas células son activadas
14 Histéricamente se ha considerado que los PMN mueren en los tejidos luego
de haber desplegado sus mecanismos microbicidas (no pueden recircular), pero
cabe mencionar que este paradigma fue discutido en los ultimos afios,
encontrandose incluso PMN presentando antigenos en ganglios linfaticos 151,
La abundancia de estas células se debe a que aproximadamente 10 PMN se
generan por dia en la médula 6sea a partir del precursor comun mieloide. Y este
namero puede aumentar cuando se dispara la inflamacion y la respuesta de fase

aguda *2.
2.2 Reclutamiento de los PMN al foco infeccioso

Las ceélulas endoteliales, junto con las constituyentes del tejido
(parénquima), asi como las células residentes de tejido como son los
macrofagos, representan las primeras células en detectar que un patégeno ha
ingresado al organismo. La presencia de factores asociados a dafio celular
(conocidos como DAMPs), asi como el reconocimiento de estructuras tipicas de
los microorganismos (o0 PAMPS) son las sefiales que dan lugar al inicio de la

respuesta inflamatoria 1718,

En este sentido, al establecerse el foco infeccioso, se producen y liberan
diversos factores que no solo activan a las células alli presentes, sino que
también atraen a las células inmunes hacia el tejido infectado. En este contexto,
los PMN son los primeros leucocitos en ser reclutados al foco infeccioso desde
la circulacion. Sin embargo, para acceder al tejido infectado, y asi alcanzar al

patdgeno, deben primero interactuar con las células endoteliales.

Las células endoteliales se encuentran cubriendo el interior de los vasos

sanguineos, conformando la separacion fisica entre la circulacion y los tejidos,
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pero también cumpliendo un importante rol en el mantenimiento de la
homeostasis y de los procesos inflamatorios °. En condiciones basales
presentan mecanismos que impiden la inflamacion y activacion de las células
inmunes, mientras que al establecerse una infeccion cambia su perfil de
expresion de proteinas, favoreciendo el estado inflamatorio y el reclutamiento de

las células del sistema inmune 2,

En condiciones homeostéticas, los PMN interactian débilmente con
PSGL-1 y E-selectina, presente en las células endoteliales, a través de L-
Selectina o la misma PSGL-1 del PMN, en un proceso conocido como rolling (ver
Esquema 1). Sin embargo, la activacion de las células endoteliales conlleva
grandes cambios fisioldgicos, tales como el aumento del flujo sanguineo y una
mayor permeabilidad del endotelio, junto con el aumento de expresion de
moléculas de adhesién y la liberacion de distintos factores pro-inflamatorios 2°,
que activan a las células del sistema inmune y promueven el reclutamiento de
células al foco infeccioso. En este aspecto se puede destacar la liberacion de la
guimioguina CXCL8 (IL-8), capaz de atraer a los PMN, y el aumento de expresion
de las moléculas de adhesién ICAM-1, PSGL-1, E- y P- Selectina, que
interacttan con los PMN para permitir su pasaje a través del endotelio 2.

En contraparte, como respuesta a los factores liberados por el endotelio
activado y la presencia de factores pro-inflamatorios, los PMN se activan y no
s6lo aumentan la expresion de integrinas como Mac-1 (CD11b/CD18) sino que
también estas integrinas, al igual que la integrina LFA-1, cambian su
conformacién aumentando su afinidad por las moléculas de adhesion
expresadas sobre la superficie de las células endoteliales (como ICAM-1),
generando interacciones fuertes, aunque reversibles, en lo que se denomina
adhesion estable. Luego, en el proceso conocido como diapédesis o
transmigracion, los PMN atraviesan el endotelio pasando entre las células
endoteliales y la membrana basal 2!. Finalmente, los PMN migran por el tejido
siguiendo el gradiente de concentracion de quimioquinas hasta llegar al foco

infeccioso, donde despliegan sus respuestas microbicidas.

En el Esquema 1 podemos ver un resumen de este proceso con algunas

moléculas y fendmenos relevantes. Se encuentran representados los distintos
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momentos mencionados en este apartado. Con respecto a la respuesta
microbicida, que llevar4 a la contencion o erradicacion del patégeno, en un
escenario ideal, cabe mencionar que una vez en contacto con los patégenos en
el foco infeccioso, el PMN también es capaz de fagocitarlos, activarse aun mas
y desplegar diversos mecanismos microbicidas intracelulares, como la
produccion de ROS vy la fusion de granulos con el fagosoma, y extracelulares,
como la degranulacion y la formacion de NETs. Detalles de estos mecanismos

microbicidas son abordados en los préximos apartados.
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Esquema 1. Respuesta convencional de un PMN. En el esquema se observa un resumen del
proceso de extravasacion, con los pasos enumerados de manera cronoldgica y tal como se
mencionan en el apartado 2.2, junto con las respuestas microbicidas del PMN. Se destacan
células y componentes relevantes, asi como moléculas involucradas en cada paso. Adaptado de
The neutrophil 2, creado en https://BioRender.com

aqueta

17



2.3 Mecanismos microbicidas del PMN

Como ya mencionamos, una vez que los PMN reconocen al patdgeno se
ponen en marcha distintos mecanismos que van a tener como objetivo mediar
su muerte. Estos mecanismos microbicidas del PMN pueden ser divididos en los
que tienen su accion a nivel intracelular, una vez que el PMN internalizé al

patdgeno, o directamente a nivel extracelular 3.

En primer lugar, tanto para mediar la destruccion del patdégeno
intracelularmente, asi como también para dar lugar a la activacién del PMN y
gatillar las respuestas extracelulares, es necesario que el PMN reconozca,
capture e internalice al patégeno en cuestion, en un proceso denominado

fagocitosis.
2.3.1 Fagocitosis

Los PMN, como toda célula de la inmunidad innata, poseen receptores
capaces de reconocer a los patégenos llamados Receptores de Reconocimiento
de Patrones (RRPSs), junto con receptores del complemento (CRS) y receptores
gue reconocen la fraccion constante de los anticuerpos (RFc). Mientras que
algunos de estos receptores dan lugar a la activacion celular y la produccién de
citoquinas (tipicamente los TLR), otros receptores, como los CLR, CRs y RFc,
dan lugar a la internalizacion del patdégeno. Este proceso se denomina
fagocitosis, donde el patégeno se introduce a la célula en una vesicula
denominada fagosoma 2. Este proceso ocurre dado que, luego de la interaccién
con el patdégeno, se dispara una cascada de sefializacion intracelular que
conduce al remodelado del citoesqueleto, lo cual genera invaginaciones en la

membrana plasmatica que permiten fagocitar al patégeno 23.

Una vez fagocitado el microorganismo, ocurren diversos procesos que
modifican la composicidn interna del fagosoma, generando un microambiente
hostil para el microorganismo que dara lugar a su posterior muerte. En algunos
tipos celulares puede llamarse “maduracion del fagosoma” a este proceso 3. En
los PMN no se encuentra definido de esa forma, pero se conocen mecanismos

gue ocurren secuencialmente en el tiempo y modifican el medio interno del
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fagosoma. Podemos resumir estos mecanismos de muerte intracelular en dos
procesos: el ensamblado de la enzima NADPH oxidasa (NOX) y la fusién de los

granulos del PMN con el fagosoma 24,

2.3.2 Mecanismos de muerte intracelular: produccion de especies

reactivas del oxigeno y accién de proteinas antimicrobianas

La produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) es posible gracias a la presencia en los PMN de un complejo enzimatico
denominado NADPH oxidasa o NOX, el cual esta formado por distintas sub-
unidades. Estas sub-unidades se encuentran separadas cuando la célula esta
en reposo, formando parte de la membrana plasmatica, como gp91Phox y p22phox
(juntas forman el flavocitocromo bsss) 0 encontrandose en el citoplasma, como
p4QpPhox  p47rhox  ng7Phox y Rac2 25, Sin embargo, frente a sefiales de activacion
del PMN, el componente p22P"* media el anclaje de las subunidades citosdlicas,
previamente fosforiladas (p40P"°X, p47Phox, p67PhoX) o activadas (GTP-Rac2), al
flavocitocromo bsss 26. Este ensamblado de las sub-unidades de la NOX,
principalmente sobre el fagosoma, pero también sobre la membrana plasmatica,
se lo conoce como estallido respiratorio y da lugar a la produccion de ROS. Entre
ellos, podemos mencionar al anion superoxido (O27), peroxido de hidrogeno
(H202), radicales de hidroxilo (-OH) y acido hipocloroso (HCIO) 2728,

El anién superoxido rapidamente da origen al H202, por accion de la
enzima superoxido dismutasa (SOD), aunque también se ha descripto que
puede unirse al 6xido nitrico (NO), por accién de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (NOS), para formar peroxinitrito (ONOO"), un intermediario altamente
reactivo. En particular, el acido hipocloroso (HOCI), un potente halogenante de
aminas, se origina gracias a la accion de la enzima mieloperoxidasa (MPO) a
partir del H202 y el cloro (CI) 24?°. En definitiva, la produccién de ROS en los
fagosomas cumple su funcién microbicida oxidando componentes criticos de
lipidos y proteinas microbianas. Sin embargo, también se encuentran en el
citosol, donde pueden participar como sefializadores en distintas vias, como la
activacion de las NETs (ver seccion 2.3.3.1), o modificar la funcion de
componentes celulares tales como proteinas y lipidos, al alterar el estado de

reduccion de la célula. A su vez, pueden tener un efecto paracrino sobre otras
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células, como las endoteliales, en las que inducen la activacion de fosfolipasa D
(phospholipase D, PLD), para producir &cido fosfatidico y subsecuentemente
DAG.

El ya descripto rol de la enzima MPO dentro de los fagosomas,
potenciando el efecto del ROS al originar especies reactivas alin mas toxicas,
pone de manifiesto el otro mecanismo de muerte intracelular: la fusién de los

granulos del PMN con los fagosomas 2°.

Los PMN, también conocidos como granulocitos, poseen cuatro tipos de
granulos descriptos hasta el momento: primarios o azurdéfilos, secundarios o
especificos, terciarios y vesiculas secretorias 3!. La heterogeneidad que
presentan los granulos del PMN, tanto en composicion interna como en sus
componentes de membrana, puede explicarse por la expresion diferencial de
proteinas a lo largo de la maduracion de los PMN en la médula ésea 32, lo cual
sugiere que la presencia de las distintas proteinas en los granulos se debe a una
cuestion temporal de expresion, junto con una sutil regulacién de la expresién

génica 3334,

En la fisiologia del PMN, podemos asociar cada uno de los tipos de
granulos a distintas funciones mediadas por los PMN 3. En el Esquema 2 se
presenta el conjunto de los granulos presentes en los PMN, con algunas de sus
caracteristicas (moléculas de membrana y contenido), asi como algunas vias

intracelulares involucradas en su movilizacion.

Brevemente, las vesiculas secretorias constituyen un reservorio de
receptores de membrana asociados a las primeras etapas de activacion de los
PMN en la respuesta inflamatoria. En particular, poseen en su membrana
distintas integrinas involucradas en la adhesién al endotelio, como la molécula
CD18/CD11b (Mac-1), y receptores relevantes para su activacion, como el
receptor para fMLP, mientras no generan la liberacion al medio extracelular de
proteinas granulares potencialmente dafiinas para los tejidos, dado que en su

interior contienen albimina mayoritariamente 3.
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Los granulos terciarios se caracterizan por la presencia de gelatinasa y
distintas metaloproteasas en su interior, junto con moléculas de adhesion en su
membrana, por lo que su funcidn se puede asociar a la migracion de los PMN a

través de la matriz extracelular, durante su recorrido hacia el foco infeccioso.

Los granulos secundarios o especificos poseen en su interior mediadores
antimicrobianos tales como lactoferrina y lisozima, entre otros. Ademas, en su
membrana cuentan con una de las sub-unidades de la NOX, facilitando asi la
produccion de ROS, y CD15, molécula que se vio involucrada en migraciéon y
fagocitosis. A pesar de movilizarse con mas dificultad que los dos tipos de
granulos ya mencionados, los fendbmenos conocidos involucrados en su
movilizacion son compartidos por los tres tipos de granulos mencionados. Este
proceso involucra la activacion de la fosfolipasa C (PLC) con la consecuente
generacion de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), provocando un
aumento de calcio (Ca?*) intracitoplasmaético. Se propone que los distintos tipos
de granulos diferen en la sensibilidad al Ca?*, cuyos niveles dependen de los
receptores del PMN que fueron activados, lo cual permite la movilizacién

secuencial de estos tres tipos de granulos 3137,

Por ultimo, se encuentran los granulos primarios o azurdfilos. Este tipo de
granulo es el primero en originarse durante la maduracién de los PMN en la
médula 6sea, contiene a los mediadores mas toxicos y su movilizacion no sélo
tiene el mayor umbral, sino que también pareceria involucrar procesos distintos
a los mencionados. En linea con la hipétesis que asocia la movilizacién de cada
tipo de granulo con una funcion de los PMN, la exocitosis de los granulos
azuréfilos es iniciada sélo por los niveles mas altos de Ca?* intracelular, la cual
ocurre por la activacion via diversos receptores, tanto de citoquinas como RRPs,
capaces de reconocer a los patdgenos. Idealmente, esta activacion solo ocurriria
en el foco infeccioso 38. Segln se describid, su movilizaciéon requeriria de la
activacion de la fosfolipasa D (PLD) y la activacion de proteinas G de la familia
Rho, como Rac2, con el consecuente remodelado de la actina 3°4°, La elastasa
(NE) y mieloperoxidasa (MPO) son dos de los principales componentes
microbicidas presentes en estos granulos. La presencia de la proteina CD63 es
una caracteristica de la membrana de estos granulos 4. Ademas, se ha descripto
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cierta heterogeneidad dentro de los granulos azurdfilos, pudiendo diferenciarse
un subset de azurdfilos cuyo destino seria la membrana plasmatica (positivos
para Rab27 y SIp1/JFC1) y otro que se dirigiria hacia los fagosomas (negativos
para para Rab27 y Slp1/JFC1) 4+42, Fundamentalmente, la fusién de los granulos
azurdfilos con los fagosomas constituye un importante mecanismo microbicida
intracelular. Una clara evidencia de esto se obtuvo al estudiar ratones mutantes
para proteasas presentes en los granulos azurdfilos, como la elastasa,
determinando su relevancia para la muerte intracelular de bacterias Gram-
negativas 4344, En particular, algunos autores han postulado que las serin
proteasas presentes en los granulos azurdéfilos son los principales agentes
mediadores de la muerte intracelular, en lugar del ROS 4°. Mas aun, los granulos
azurdfilos no solo son importantes mediadores de la muerte intracelular, sino que

también son protagonistas en los mecanismos de muerte extracelular.
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Esquema 2. Caracteristicas de los granulos del PMN y vias intracelulares involucradas en su
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movilizaciéon. En respuesta a diversos estimulos, como citoquinas, péptidos microbianos
(receptor fMLP) o PAMPs (TLR), se induce la liberacién de Ca?*. La concentracion de Ca?
intracelular requerida para la movilizacion es distinta para cada granulo, lo cual se representa
con el grosor de la flecha. Esto permite una la jerarquia de movilizacién, la cual acompafia las
funciones del PMN involucradas en su recorrido hacia el foco infeccioso (ver Esquema 1). A
medida que el PMN se aproxima al foco infeccioso aumenta la intensidad del estimulo y asi los
niveles de Ca?* intracelulares. Para la movilizacion de los granulos azuréfilos, la activacion de
Rac2, con su consecuente remodelacion de la actina, también seria necesaria. Se muestran los
dos subsets propuestos de granulos azurdéfilos, siendo A los que se dirigen a la membrana
plasmatica y B aquellos que se fusionan con el fagosoma. Adaptado de Mechanisms of
degranulation in neutrophils 3, creado en https://BioRender.com

2.3.3 Mecanismos de muerte extracelular: liberacion de granulos y

formacion de Trampas Extracelulares de Neutrofilos (NETS)

En paralelo a lo descripto anteriormente, el reconocimiento de los
patégenos con la consecuente activacion del PMN, junto con mediadores
originados durante la respuesta microbicida temprana (como la produccion de
ROS), también constituyen parte de los mecanismos de muerte extracelular del
PMN.

Sumado al rol intracelular de los granulos azuréfilos, es necesario también
destacar su movilizacion hacia la membrana plasmatica. En este proceso, que
puede ser evidenciado por la expresion de CD63 en la membrana del PMN, todo
el potencial microbicida, que involucra serin proteasas como la elastasa ademas
de defensinas, catepsina G, proteinasa 3 y MPO, es liberado al medio
extracelular 6. Como ya fue dicho, un sub-set de estos granulos son los ultimos
en movilizarse frente a la activacion del PMN, siendo un fendbmeno que puede
observarse alrededor de las dos horas luego de enfrentarse a un estimulo in vitro
47, Al igual que en el interior de los fagosomas, el microambiente que generan
los PMN en el medio extracelular comienza a ser hostil para la supervivencia del

patdgeno.

Por otro lado, en el afio 2004 fue caracterizado un nuevo mecanismo a
través del cual los PMN son capaces de eliminar microorganismos
extracelularmente: la liberacién de trampas extracelulares de neutréfilos (NETS,
por sus siglas en inglés) 34849 definido como un entramado de cromatina
descondensada, unida por carga eléctrica a proteinas de los granulos, liberado
al espacio extracelular 0. Demostraron que las NETs carecian de membrana

celular y poseian proteinas presentes en los granulos primarios y secundarios,
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histonas y ADN, pero no otras proteinas citoplasmaticas especificas de los PMN.
En ese primer trabajo utilizaron al estimulo quimico forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA) ! como principal inductor de la formacién de NETs, pero también
evidenciaron las NETs en presencia de IL-8, LPS y las bacterias Salmonella
typhimurium (Gram-negativa) y Staphylococcus aureus (Gram-positiva).
Encontraron a las bacterias atrapadas en las NETs, asi como sus factores de
virulencia degradados por proteasas presentes en la red de cromatina, como es
la elastasa. Ademas, se describid la pérdida de viabilidad de las bacterias. Los
autores propusieron que este mecanismo podria no solo evitar la diseminacion
de los patdégenos presentes en el foco infeccioso sino también mediar su
contencion, a través de generar un microambiente con alta concentracion de
moléculas con accidn antimicrobiana. A partir de este primer reporte, una gran
cantidad de trabajos validaron los resultados y demostraron distintos
mecanismos involucrados en la formacion de NETs, asi como nuevos estimulos

y contextos °2.

Actualmente se conocen una variedad de estimulos capaces de inducir la
formacién de NETs y, ademas, que los procesos intracelulares involucrados y
los tiempos de estimulo no son siempre los mismos. Esto abre la puerta a una
posible clasificacion de las NETs, que también dependera de la subjetividad de
los autores. Una de las principales diferencias entre los estimulos capaces de
inducir la formacién de NETSs esté en la integridad y viabilidad del PMN. En este
sentido, esta aceptado clasificar las NETs segun si el PMN pierde su integridad
de membrana, dando lugar asi a las NETSs suicidas o liticas, por un lado, y a las
NETSs vitales o no liticas, por otro lado °3. En el Esquema 3 se presentan los dos
tipos de NETs propuestos junto con algunas de sus caracteristicas principales.
A su vez, también ha sido considerado el requerimiento de la enzima NOX y la
consecuente produccion de ROS, dando lugar a las NETs NOX-dependientes y
las NOX-independientes. Sin embargo, esta caracteristica es compartida por

estimulos inductores tanto de NETs suicidas como vitales 5456,
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Esquema 3. Clasificacion de la formacion de NETs. Segun la viabilidad del PMN se pueden
dividir las NETs en suicidas o vitales. Las NETs suicidas pueden involucrar la produccién de
ROS, asi como también originarse de manera independiente a la producciéon de ROS, donde el
Ca?* seria relevante. En ambos casos, la elastasa y PAD4 migran al nlcleo, se observa
descondensacion de la cromatina y pérdida de la integridad de la membrana nuclear y
plasmatica. Finalmente, se libera la cromatina junto con diversas proteinas, causando la muerte
del PMN. Para las NETSs vitales, la elastasa y PAD4 también migran al ndcleo, pero hay una
descondensacion parcial de la cromatina y las NETs son liberadas por via vesicular. Se conserva
la viabilidad del PMN y puede seguir realizando funciones como quimiotaxis y fagocitosis.
Adaptado de Neutrophil extracellular traps in immunity and disease 5/, creado en
https://BioRender.com

2.33.1 NETs suicidas o liticas

Este tipo de NETs fue el primero en ser descripto y se determin6é que
implicaba la muerte del PMN a través de un mecanismo distinto a la apoptosis y
necrosis “¢. El proceso comienza con la activacion de receptores que gatillan un
programa que se completa a las 3-4 horas post estimulo e implica distintos
fendmenos: produccién de ROS, descondensacion de la cromatina, rearreglos
en el citoesqueleto, desintegracion de la membrana nuclear y fusion de la
cromatina con proteinas antimicrobianas y permabilizacion de la membrana

plasmatica 5859,

La produccion de ROS juega un papel central en la formacion de NETs

inducidas por PMA y otros estimulos que fueron utilizados en los primeros
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trabajos (IL-8 y bacterias). Su relevancia fue confirmada en numerosas
ocasiones, dado que tanto en presencia de inhibidores de la enzima NOX, asi
como en PMN de pacientes con mutaciones en dicha enzima, no se observan
NETs en respuesta a PMA. Se dice que estos estimulos, entonces, inducen
NETs NOX-dependientes 6061,

Esta bien descripto que el PMA es un fuerte inductor de la proteina kinasa
C (PKC) %L, En linea con esto, se ha reportado que es necesaria la sefializacion
via Raf-MEK-ERK para la formacién de NETSs, para dar lugar a la fosforilacion de
p47PHOX el ensamblado de la NOX y asi la producciéon de ROS. Ademas, en la
estimulaciéon con PMA, esta misma via de sefalizacién también incrementa la

expresion de Mcl-1, una proteina anti-apoptética ©2.

La funcion reportada més importante mediada por la produccion de ROS,
en el contexto de la formacién de NETSs, es la migracion de la elastasa al nucleo.
En el 2014, Metzler et al. demostraron que la activacion de la NOX, con la
consecuente produccién de ROS, induce la activacion y liberacion de la elastasa,
desde los granulos azurdfilos hacia el citosol. Alli se une a la actina del
citoesqueleto y es necesaria la actividad de la propia elastasa para translocar
finalmente hacia el nucleo. Una vez en el nlcleo, la elastasa cliva parcialmente
las histonas provocando la descondensacion de la cromatina. La enzima MPO
también alcanza el nucleo, posteriormente a la llegada de la elastasa, y se

potencia la descondensacion de la cromatina 2.

Este punto en particular durante el proceso de formacion de NETs fue
definido como un punto de no retorno 4. En ese trabajo, los autores postulan que
diversos procesos bioldgicos ocurren durante los primeros 60-80 minutos,
representando un momento donde los inhibidores farmacolégicos pueden tener
un efecto. Sin embargo, una vez gatillada la descondensacion de la cromatina,
evidenciada mediante los cambios morfolégicos del nucleo o la llegada de la
elastasa, la misma entropia lleva a la ruptura de la membrana nuclear y luego
plasmatica. Las evidencias que llevaron a proponer este modelo fueron los
resultados que obtuvieron utilizando inhibidores o estabilizadores del
citoesqueleto. Primero, observaron que la dinamica del citoesqueleto es

necesaria para la formacion de NETs ya que todas las drogas afectaron su
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inducciéon por PMA. Mas aun, estas drogas sélo inhibieron la formacion de NETs
si eran agregadas hasta 45 minutos post PMA. Mas alla de distintas evidencias
del rol del citoesqueleto en la formaciéon de NETs 836566 Sprenkeler et al
confirmaron que la inhibicibn de la dinamica de F-actina afecta las NETs
inducidas por diversos estimulos, evidenciado por la falta de elastasa en el
nlcleo ¢’. En linea con la necesidad de un citoesqueleto activo para la formacién
de NETSs, fue reportado que PMN deficientes en Rac2, GTPasa de la familia Rho,
son incapaces de liberar NETs 686° A pesar de no conocerse los mecanismos
en detalle, Rac2 forma parte de la NOX, permitiendo la produccion de ROS, asi
como también es necesario para el remodelado de la actina y el funcionamiento

del citoesqueleto 3949,

Otro factor implicado en la formacion de NETs es la proteina arginina
deiminasa tipo 4 (PAD4) °. PAD4 media la conversion de arginina a citrulina en
las histonas, lo cual reduce su carga positiva y asi también reduce la interaccién
electrostatica de las histonas con el ADN 71. Se encuentra descripto que esta
enzima requiere la unidbn a iones calcio para adoptar una conformacion
cataliticamente activa "2. En linea con esto, se ha descripto que los ionéforos de
calcio, como ionomicina, son capaces de inducir la formacion de NETs via PAD4,
mientras que se observo que PAD4 no es clave en las NETs inducidas por PMA.
De manera interesante, se descubrié que estos estimulos relacionados con la
dindmica del calcio son capaces de inducir NETs aun en presencia de inhibidores
de la enzima NOX, dando lugar a lo que se denominé formacién de NETs NOX-
independientes 7. Sin embargo, cabe destacar que el mecanismo propuesto
para la formacién de NETs inducidas por ionomicina depende de la sefalizacion
via AKT y la formacién de ROS mitocondrial, inducido por los niveles de Ca?".
Ademas, se observé que la citrulinacion de histonas no alcanza para inducir la
descondensacion del ADN, revelando un rol importante de la elastasa también

en este tipo de NETs 530,
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En el Esquema 4 se presentan los estimulos y las vias involucradas
durante la formacion de NETSs suicidas, recopliando todo lo mencionado en esta

seccion.
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Esquema 4. Estimulos y vias intracelulares involucrados en la formacion de NETSs suicidas. La
formacion de NETs NOX-dependientes fue estudiada principalmente a través de la induccién con
PMA, activador de PKC por su similitud con DAG. La posterior activacion de Raf-MEK-ERK,
capaces de fosforilar sub-unidades citosélicas de la NOX y permitir su ensamblado, da lugar a la
produccién de ROS. Esto favorece la migracion de la Elastasa desde los granulos azurdfilos
hacia el nacleo, ayudada por la actina. La Elastasa en el nucleo, junto con la MPO que llega
posteriormente, favorece la descondensacion de la cromatina que gatilla la liberacion de la NET.
Por otro lado, iondforos de calcio como ionomicina, inducen la formacion de NETs NOX-
independientes. En este caso, la liberacion de Ca?* permitiria la activacion de PAD4, su llegada
al ndcleo y asi la descondensacion de la cromatina, de manera independiente de la activacion
de la NOX, aungue no esta claro como PAD4 alcanza el ndcleo. Se muestran también diversos
estimulos capaces de inducir la formacion de NETs suicidas, como las plaquetas (PLT) activadas,
anticuerpos, la bacteria Escherichia coli (Eco) y citoquinas como IL-8. En estos casos no se
conocen en profundidad los mecanismos involucrados. Por dltimo, también es necesaria la
polimerizacion de actina y la activacion de la GTPasa Rac 2 como mediadores claves para la
formacion de NETS suicidas. Las flechas punteadas representan mecanismos que adn no fueron
descriptos. Adaptado de An emerging role for neutrophil extracellular traps in noninfectious
disease 74, creado en https:/BioRender.com
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2.3.3.2 NETSs vitales o no liticas

Pocos afios después, en estudios realizados tanto in vivo como in vitro,
fue demostrado que la formacion de NETs inducidas por ciertos estimulos podia
ocurrir completamente independiente de la lisis celular y, en consecuencia, sin
pérdida de la viabilidad 7>78. En contraposicion a las NETs suicidas, observaron
que los PMN son capaces de liberar ADN junto con proteinas granulares, como
elastasa y MPO, a tiempos mas rapidos que lo pensado, pudiendo determinarlas
entre los 5 y 60 minutos post estimulo 7. Se postula que esta rapida liberacion

de ADN podria ocurrir via vesiculas, sin perderse la integridad de membranas.

Con respecto a su mecanismo, se encontré que la activacion de la enzima
NOX no era necesaria para la formacion de NETSs vitales y que los PMN todavia
eran capaces de migrar y fagocitar . Se vio también la necesidad de receptores
especificos, como los TLRs de membrana y receptores del complemento 7°.
Asimismo, se encontré que PMN humanos en presencia de GM-CSF y luego
Cba por poco tiempo, en lugar de liberar NETs con ADN nuclear via vesiculas,
son capaces de liberar NETs con ADN mitocondrial, en un mecanismo
dependiente de la produccion de ROS 8%, Se observé que la elastasa también
migra al ndcleo durante las NETS vitales, asi como PAD4 es activada y se induce
cierta descondensacion de la cromatina ’4. Sin embargo, en lugar de romperse
la membrana nuclear y plasmatica, la cromatina decorada con proteinas es
secretada via vesiculas, permitiendo a los PMN conservar su viabilidad y

continuar con algunas funciones como la fagocitosis.

En el Esquema 5 se presenta un resumen de los componentes
involucrados en la formacion de NETSs vitales. En este caso, entendiendo que
aun falta mucho por dilucidar en cuanto a los mecanismos intracelulares, se

incluyen vias conocidas a partir de los estimulos y receptores involucrados.
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Esquema 5. Estimulos y vias intracelulares involucrados en la formacion de NETs vitales. Se
muestran los principales estimulos capaces de inducir la formacion de NETSs vitales con sus
correspondientes receptores. A pesar de no conocerse los mecanismos que median su llegada
al nicleo, se reporté la presencia de PAD4 y elastasa, que mediarian la descondensacion parcial
para la posterior liberacion de NETs en vesiculas. A su vez, se incluyen flechas con linea
punteada que representan interrogantes, dado que no fue descripto alun como ocurren esos
procesos. Adaptado de An emerging role for neutrophil extracellular traps in noninfectious
disease 74, creado en https://BioRender.com

La atencion en el estudio de la formacion de NETs se esta desplazando
hacia qué vias de sefializacion son relevantes y como pueden manipularse estas
vias. Sin embargo, considerando el rol de las NETs en un gran ndmero de
situaciones, sigue sin estar claro en qué patologias o situaciones puede ser
beneficioso potenciar las NETs y cuando debe ser inhibida. Ademas, tampoco
hay certezas acerca de como ciertos patdégenos logran evitar la induccion de
NETs o prevenir su accion. Existe evidencia para proponer la presencia de
distintos mecanismos involucrados en la formacion de NETs, asi como también
su relevancia en la respuesta del PMN. De todos modos, adn quedan
importantes preguntas por responder para lograr entender los fenomenos que

gobieran este complejo mecanismo de muerte extracelular.
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2.4 Evasion de la respuesta microbicida

Como ya fue dicho, en humanos, aproximadamente 100.000 millones de
PMN entran y salen de la circulacién sanguinea cada dia 8. Sabemos que la
neutropenia (disminucién de PMN) adquirida o heredada, asi como la disfuncién
de los PMN da lugar a infecciones recurrentes por bacterias y hongos. Esto
subraya la importancia de los PMN como primera linea de defensa en la
inmunidad innata 8. En este sentido, es légico pensar que, a pesar de la
eficiencia de los PMN para eliminar la mayoria de los patdégenos, algunos
patégenos hayan desarrollado mecanismos para evadir su eliminacion por parte

de estos leucocitos 83.

Para cada uno de los pasos involucrados durante la respuesta del PMN
han sido descriptas estrategias de evasion mediadas por patdgenos. De manera
general, podemos mencionar que existen reportados mecanismos para evitar la
llegada de los PMN 24 la fagocitosis y la consecuente muerte intracelular, la
formacion de NETs o bien también la induccion de la muerte del PMN
(Streptococcus pyogenes 88, Clostridium perfrigens 87, Staphylococcus aureus

88 y Pseudomonas aeruginosa °).

Entre los mecanismos descriptos para evitar la fagocitosis se encontro la
presencia de componentes de la pared o cdpsula microbiana capaces de impedir
el reconocimiento ®° o interferir en la opsonizacién, por ejemplo, al afectar la
activacion del complemento °1. Ademas, se report6 la inhibicion del citoesqueleto
de actina o componentes celulares necesarios para llevar a cabo la fagocitosis.
Con respecto a este Ultimo mecanismo, es interesante destacar la utilizacién de
un sistema de secrecion tipo 3 (T3SS) por parte de distintos patdbgenos Gram-
negativos para introducir proteinas efectoras en los PMN. Entre las moléculas
efectoras de estos T3SS se encontraron proteinas activadoras de GTPasas
(GAPs) como YopE (Yersinia spp.), SptP (Salmonella enterica) y ExoS (P.
aeruginosa), las cuales son capaces de dirigirse a pequefas proteinas G de la
familia RhoA, provocando la alteracion del citoesqueleto de actina e inhibiendo
asi activamente la fagocitosis. Otra proteina efectora reportada, YopH, bloquea
la sefializaciéon Ca?* temprana en los PMN y perjudica la fagocitosis 2.
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Existen otros patdégenos que, a pesar de ser fagocitados, evaden la
muerte intracelular mediante mecanismos que evitan la produccién de ROS. Una
estrategia reportada es el impacto sobre el ensamblado de la NOX, evitando la
fusion de alguno de sus componentes como el flavocitocromo bssg 924, p47°Phox o
p67Pox 95 También se reportd que YopE, liberada via un T3SS, es capaz de
interferir con Rac2, una GTPasa que constituye una de las sub-unidades de la
NOX . A su vez, ExoS también es capaz de inhibir la sefializacién via PI3K y
afectar asi el ensamblado de la NOX °’. En cuanto a la muerte intracelular
independiente del oxigeno, mediada por los granulos de los PMN, el principal
mecanismo de resistencia reportado tiene como blanco a las serin proteasas,
como la elastasa, y consiste en la modificacién de su sustrato, asi como también
la produccién de inhibidores especificos %. Sin embargo, también hay reportes
de patdgenos que afectan la movilizacion de los granulos tanto hacia el

fagosoma como hacia la membrana plasmatica 99100,

Por otro lado, focalizando en los mecanismos de muerte extracelular, asi
como se ha descripto un efecto de distintos patégenos sobre la degranulacion,
también existe una gran variedad de trabajos que evidencian la presencia de
mecanismos de evasion de la formacion de NETs 101102, | a formacién de NETs
es un proceso complejo, que puede involucrar distintas vias, moléculas y pasos
dependiendo del estimulo y el contexto. En este sentido, es l6gico pensar que
algunos de los mecanismos de evasidn ya descriptos también tendran un efecto
negativo sobre las NETs, dado que impactan sobre algun aspecto clave en su
via de induccion, como puede ser la produccion de ROS, la funcidn de la elastasa
o el citoesqueleto. Mas alla de un reporte donde se observo un impacto directo
sobre PAD4 103, el principal mecanismo de evasion reportado es la secrecion de
enzimas capaces de degradar el ADN que compone las NETSs, una vez liberadas
al medio extracelular 194111 A su vez, también se reporté la liberacion de

proteasas que afectan la capacidad microbicida de las NETs 112113,

Una eficiente respuesta inmune necesita de los PMN para erradicar
patdgenos, mientras que estos deben frenar el ataque de los PMN para persistir
y colonizar. Este constante enfrentamiento impulsa, al mismo tiempo, la

evolucion de los mecanismos de evasion microbianos y también de la respuesta
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inmune. Por lo tanto, el estudio y entendimiento de los diversos mecanismos de
evasion de la respuesta de los PMN por parte de patégenos nos puede llevar a
comprender aspectos esenciales de la inmunidad innata. Ademas, la descripcién
de estos mismos mecanismos tiene el potencial de inspirar nuevas terapias,
tanto antimicrobianas como moduladoras de la respuesta inflamatoria mediada
por PMN.

3. Klebsiella pneumoniae
3.1 Generalidades

El género Klebsiella se encuentra dentro de Ila familia
Enterobactereaceae. En particular, la especie Klebsiella pneumoniae fue aislada
a partir de pulmones de pacientes y su primera referencia histérica es en 1882,
como un causante de la “neumonia de Friedlander”. Fue llamada Hyalococcus
pneumoniae por éste, posteriormente Bacillus pneumoniae y finalmente
Klebsiella pneumoniae 14, Cabe destacar que, previo a la era de los
antimicrobianos, la mortalidad por neumonia de Friedlander se estimaba en
alrededor de 80% y existe al menos un reporte de un 54% de mortalidad, incluso

en pacientes tratados con estreptomicina y cloranfenicol 15,

Klebsiella pnemoniae es un bacilo Gram-negativo no movil muy ubicuo,
ya que se puede aislar comunmente en el medio ambiente, agua, plantas,
residuos, asi como también puede colonizar superficies mucosas, no solo en

humanos, sino también en animales 116:117,

Histéricamente, Klebisella pneumoniae fue considerado un patdégeno
oportunista, siendo uno de los principales responsables de infecciones
intrahospitalarias en todo el mundo !8. Sin embargo, es necesario destacar que
es una definicion relativa. En 1986 en Taiwan se reportaron siete casos de
infecciones adquiridas en la comunidad por una cepa invasiva de Klebsiella
pneumoniae, causando abscesos hepaticos. Desde aquel reporte, las
infecciones causadas por cepas de Klebisella pneumoniae, que expresan
diversos genes que le confieren gran virulencia y capacidad invasiva, han

aumentado constituyendo un grave problema para la salud hoy en dia. Se las
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conoce como Klebisella pneumoniae hipervirulentas (Kpn Hv) y fenotipicamente
se caracterizan por una mayor produccién de capsula e hipermucoviscosidad,
aunque no es determinante para la caracterizaciéon °. Por el contrario, el grupo
denominado como Klebisella pneumoniae clasicas esta constituido por las cepas
oportunistas, definidas como no virulentas tanto porque generalmente afectan a
personas con sistema inmune deprimido, ancianos, neonatos y personas que
permanecen en unidades hospitalarias durante cierto periodo de tiempo, como
también por no expresar factores de virulencia . Sin embargo, este Ultimo grupo
de Klebisella pneumoniae es el que facilmente desarrollé diversas estrategias de

multirresistencia a los antimicrobianos.
3.2. Multirresistencia a los antimicrobianos

Més alla de las infecciones oportunistas que Klebsiella pneumoniae ha
causado a lo largo del tiempo, el factor fundamental por el cual ha emergido
como un patégeno de relevancia clinica, incluso considerandose desde el 2017
y actualmente en la lista de prioridad critica °, es la gran facilidad con la que
adquiere mecanismos que le confieren resistencia a multiples antimicrobianos.
Algunos trabajos sefialan que el aumento de la resistencia a los antimicrobianos
es un reflejo de ciertos fenbmenos que pueden ser resumidos en: 1- la
diseminacién epidémica de linajes genéticos multirresistentes de alto riesgo, 2-
la adquisicion de plasmidos exitosos en términos de propagacion y 3- la
diseminacion de genes de resistencia alojados en transposones facilmente
transferibles 129121 Debido a que Klebsiella pneumoniae porta genes de
resistencia en elementos genéticos méviles (como plasmidos y trasposones), un
aspecto clave en la importancia de su contencion es que facilmente puede

diseminar las resistencias a bacterias de igual o distinta especie 122124,

Dentro de las distintas estrategias que confieren resistencia a los
antimicrobianos, la modificacion enzimatica de la droga representa uno de los
pilares del éxito de Klebsiella pneumoniae como microorganismo
multirresistente. Las enzimas B-lactamasas son las responsables de la
inactivacion de los antimicrobianos B-lactamicos mediante hidrélisis, antes de
que puedan unirse a las proteinas de unién a la penicilina (penicilin-binding

protein, PBP), una serie de transpeptidasas esenciales para el proceso de
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sintesis del peptidoglicano, constituyente de la pared bacteriana. La union -
lactamico-PBP es irreversible e inhabilita el sitio de union de la enzima a su
sustrato, deteniendo la sintesis de peptidoglicano y por tanto debilitando la pared,

lo cual precipita la muerte bacteriana 12°.

Klebsiella pneumoniae expresa una gran diversidad de B-lactamasas,
cada una de ellas con espectros muy variados. Las primeras descubiertas fueron
SHV-1 (de expresion cromosomica) y TEM-1, capaces de hidrolizar penicilina y
amoxicilina (aminopenicilinas). Luego, producto de diversas mutaciones, no solo
se originaron variantes de las mismas enzimas, sino que ademas tales
mutaciones dieron origen a la ampliacién de su espectro de accion, llegando a
hidrolizar a otros integrantes de la familia B-lactamica, como cefalosporinas
(desde las de primera hasta las de tercera generacion) y monobactamicos. Por
esta razon, comenzaron a ser denominadas, en su conjunto, como B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) 5. Estas enzimas pueden ser inactivadas a su
vez por inhibidores, como el acido clavulanico, el sulbactam, avivactam y el
tazobactam. Ademas de las BLEE, de las cuales existe una inmensa variedad,
también se ha descripto que Klebsiella pneumoniae puede incorporar genes que
codifican enzimas tipo AmpC, tipicamente cromosomicas en otros géneros, pero
que puede insertarse en elementos genéticos méviles 127128, Este grupo de
enzimas, a diferencia de las BLEE, no son inactivadas por los inhibidores
clasicos, sumado a que la expresion de sus genes aumenta en la medida en que

la bacteria es mas expuesta al antimicrobiano.

Posteriormente, ampliando méas aun el espectro de accion de la
multirresistencia, surgieron las enzimas carbapenemasas. Estas son [3-
lactamasas que, ademas de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas vy
monobactames, tienen accién sobre carbapenemes, los [B-lactamicos mas
potentes disponibles hasta el momento. Los carbapenemes (ertapenem,
imipenem, meroperen y doripenem) han sido la opcién natural para tratar
infecciones causadas por bacterias productoras de BLEE o AmpC, ya que estas
enzimas no logran hidrolizarlos. Las carbapenemasas pueden clasificarse
molecularmente segun si son serin-carbapenemasas, dado que su actividad

hidrolitica requiere de serina en su sitio activo, o0 metalo-carbapenemasas por
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requerir de iones metalicos como cofactores '2°, Dentro de las carbapenemasas
es necesario destacar a la enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
(KPC), una serin-carbapenemasa codificada en elementos genéticos moviles,
como blakec. KPC ha sido la carbapenemasa mas exitosa en términos de
propagacion, ya que su presencia se ha descrito en todos los continentes 139131,

desde su descubrimiento reportado en 2001 2.

El éxito de la dispersion mundial del gen blakec ha sido en gran parte
gracias al secuenciotipo 258 (ST258) de Klebsiella pneumoniae. El gen blakrc
se encuentra alojado en el transposon TN4401, un entorno genético de gran
plasticidad y que facilmente puede ser transferido de forma vertical, asi como

horizontalmente 133-135,

En este grave contexto de resistencia extrema por parte de las bacterias,
aparecieron las polimixinas y la tigeciclina, como “drogas de rescate” o de opcién
terapéutica. Basicamente, las polimixinas (polimixina B y polimixina E o colistina)
son polipéptidos ciclicos cationicos que desestabilizan la membrana bacteriana,
cuya carga fuertemente negativa est4 dada por el LPS. Esta desestabilizacidén
provoca la muerte de la bacteria al generar que la célula estalle, por haber
perdido su estructura. No es una droga nueva, ya que ha tenido otros usos desde
hace décadas, pero debido a su nefrotoxicidad no es ampliamente usada en
humanos. Sin embargo, se ha demostrado cierta efectividad frente a bacterias
multirresistentes, como Klebsiella pneumoniae ST258 KPC* 136, Aun asi, las
polimixinas no escapan de la constante lucha de las bacterias por evitar a los
antimicrobianos. Actualmente se conocen mecanismos de resistencia a las
polimixinas, tanto cromosomicos como plasmidicos, que se basan en las
modificaciones en el LPS que lo hacen menos susceptibles a la accion los
polipéptidos catidnicos 37-13°, Aunque las bacterias oportunistas como Klebsiella
pneumoniae ST258 KPC* pueden no ser peligrosas para personas
iInmunocompetentes, debe tenerse en cuenta que represetan reservorios
importantes de genes de multirresistencia. Por lo tanto, es de suma relevancia
controlar su diseminacion, ya que pueden transmitir estos genes de resistencia

a cepas virulentas, volviéndolas extremadamente peligrosas. En este sentido, en

36



los ultimos afios ya han sido reportados diversos brotes de cepas de Klebsiella

pneumoniae hipervirulenta y multirresistente en hospitales de China 149141,
3.3 Klebsiella pneumoniae ST258 KPC*

El objetivo de este trabajo de tesis es el estudio del impacto en la
respuesta inmnune de un aislado clinico de Klebsiella pneumoniae ST258 KPC*,

la cual también denominaremos Kp a partir de ahora.

La emergencia de las cepas productoras de carbapenemasas y su amplia
distribucion mundial ha sido a causa del gran éxito del clon de Klebsiella
pneumoniae ST258 KPC™* en su diseminacion, llegando a ser causante de hasta
el 68% de los brotes observados a nivel mundial desde su primer aislamiento, en
el afio 1996 %% y siendo considerado un clon hiper-epidémico 142143, Es
importante destacar que la resistencia de las cepas de Klebsiella pneumoniae
ST258 no solo esta fuertemente asociada al gen blakec, sino que ademas en los
plasmidos donde se aloja dicho gen estan insertos otros genes que confieren
resistencia a antimicrobianos de otras familias, como quinolonas,
aminoglicésidos, macrélidos, trimetoprin y sulfonamidas 44, algunos de los
cuales ya fueron mencionados. Todo esto hace que las opciones terapéuticas
para este tipo de bacterias sean realmente escasas. En particular, como ya se
dijo, la suceptibilidad de estas cepas KPC* esta limitada al uso de colistina y
tigeciclina. Sin embargo, son preocupantes los trabajos donde la prevalencia de

cepas resistentes a estos compuestos se encuentra en aumento 145147,

Considerando las cepas multirresistentes, y particularmente las
productoras de carbapenemasas, se reportaron tasas de letalidad entre 34 y 50%
en los pacientes infectados, posterior a las dos semanas de infecciéon 4. Mas
aun, en un estudio retrospectivo multinacional, se encontr6 a Klebsiella
pneumoniae ST258 KPC* como causante del 70% de las infecciones %°. En la
Argentina, del total de aislamientos hospitalarios de Klebsiella pneumoniae
reportados a la Red de Vigilancia de las Resistencia a los Antimicrobianos, hasta
el 20% mostraba resistencia a carbapenemes, 7,6% a colistin y 7,8% a

tigeciclina, las ultimas opciones de antimicrobianos para tratar la infeccion %0,
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A nivel local, en el afio 2006 se obtuvo el primer aislamiento de Klebsiella
pneumoniae ST258 productora de KPC en Argentina °! y ya para el afio 2011
se reportd que dicha cepa fue capaz de expandirse rapidamente en las
instituciones hospitalarias del pais de forma clonal, principalmente a causa del

clon ST258 ” manteniéndose desde entonces como endémico en el pais.

No obstante, recientes reportes dan cuenta de la diversidad también
existente en el pais en cuanto a los clones de Klebsiella pneumoniae circulantes.
Cejas et al. muestra como 42% de los aislamientos provenientes de tres
hospitales de la ciudad de Buenos Aires son pertenecientes al secuenciotipo
ST25, un clon hipermucoso y virulento, relegando al ST258 al segundo lugar,
con 26% de las 76 cepas analizadas, seguidas por el ST392 (10.5%) y ST11
(10.5%) %2, En todo caso, el grupo clonal 258, que incluye tanto al ST258 como
al ST11 y ST512, sigue siendo el mas predominante a nivel global ¢. En este
sentido, a pesar de la gran cantidad de estudios evolutivos, epidemiol6gicos e
inmunologicos del impacto de los STs de Klebsiella pneumoniae, las bases
moleculares de la rapida y exitosa diseminacién mundial del ST258 continina

siendo un area de investigacion activa %3,

En el Esquema 6 se muestra una linea de tiempo donde se reflejan los
acontecimientos relacionados a la adquisicibn de genes de resistencia en
Klebsiella pneumoniae. A su vez, se reflejan algunos ST relevantes mencionados

a lo largo del texto.
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Esquema 6. Linea de tiempo de Klebsiella pneumoniae. Los eventos reflejados en la linea de
tiempo son mencionados en los apartados 3.1, 3.2 y 3.3. Adaptado de Innate Host Defense
against Klebsiella pneumoniae and the Outlook for Development of Immunotherapies **4, creado
en https://BioRender.com

3.4 Respuestainmune frente a Klebsiella pneumoniae

La evidencia publicada durante mas de 20 afios establece que una
respuesta pro-inflamatoria es crucial para la correcta eliminacion in vivo de K.
pneumoniae 5. Por un lado, ratones deficientes en el receptor de TNFa (TNFR1)
son mas susceptibles a la infecciéon pulmonar 6157 En linea con estos
hallazgos, se reportd que la instilacion intratraqueal con CpG o di-GMP ciclico
aumenta la produccion de TNFa, IL-12 e IFNy, potenciando la eliminacién de la
bacteria via TLR9 y STING %8161 De manera interesante, todos estos
tratamientos resultaron en un aumento del reclutamiento de PMN, monocitos,
células NK activadas y linfocitos T y & al sitio de infeccion. Sin embargo, incluso
a pesar del reclutamiento de PMN durante las infecciones in vivo de K.
pneumoniae, es importante mencionar que la evidencia con respecto al rol de los
PMN en la eliminacion de K. pneumoniae in vivo es controversial: puede
favorecer la eliminacion %2, tener un rol deletéreo 62 o0 no contribuir, pero sin

perjudicar 164,

Historicamente se considerd que K. pneumoniae es un patégeno sigiloso,
incapaz de dar lugar a una respuesta inmune innata *°3, Sin embargo, con el
correr del tiempo fueron apareciendo cada vez mas trabajos demostrando que

K. pneumoniae posee diversos mecanismos para evadir activamente la
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respuesta inmune. Poniendo en evidencia el éxito de K. pneumoniae en las
infecciones, fue reportado que algunas cepas pertenecientes al ST258, el mas
diseminado a nivel mundial, adaptaron caracteristicas que les permitieron
reclutar células con perfil supresor, estableciendo un entorno anti-inflamatorio

que favorecio la persistencia pulmonar 165,

Uno de los principales factores involucrados en la evasion por parte de K.
pneumoniae es su capsula polisacarida (CPS). En particular, es responsable de
la evasion al complemento, dado que cepas mutantes en CPS son susceptibles
a la muerte por complemento y a la deposicion de C3b 166167 Sin embargo,
existen grandes diferencias en la composicion de la CPS entre las K.
pneumoniae y se observo que la proteccion conferida por la capsula es mas

dependiente del grosor del polisacérido, en lugar de la composicién quimica 168,

La interaccion de los PMN con K. pneumoniae ha sido estudiada,
entendiendo que el reclutamiento de los PMN a los pulmones es distintivo de las
neumonias inducidas por esta bacteria. Distintos estudios in vitro mostraron que
la presencia de la CPS evita la fagocitosis por parte de los PMN, perjudicando la
eliminacion bacteriana 169172, En este sentido, se ha visto en algunos casos que
la utilizacion de anticuerpos especificos contra la capsula, o bien de opsoninas,
puede revertir la falta de respuesta por parte del PMN 173, Sin embargo, otro
estudio in vitro mas reciente utilizando un aislado clinico multirresistente de K.
pneumoniae, demostré que la bacteria si es fagocitada efectivamente, pero que
logra impedir la acidificacion del fagosoma y sobrevive intracelularmente por al
menos 2 horas en PMN murinos 4. Por otro lado, también se observé que la
presencia de la porina OmpK36, cuya expresion estaria inhibida en cepas de K.
pneumoniae multiresistentes a los antibioticos, es capaz de mediar inhibicion de

la fagocitosis por parte de PMN y macroéfagos alveolares 175176,

En este sentido, es importante mencionar que hay una gran variedad de
cepas de K. pneumoniae que son utilizadas, observandose entonces distintas
respuestas inmunes efectoras. Esto pone de manifiesto lo relevante que es
caracterizar cada aislado utilizado, sumado a que cada aislado clinico tendra su
propia evolucién y caracteristicas propias, mas alla de las generalidades de la

cepa. Una caracteristica clave a tener en cuenta es la presencia de la CPS, ya
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que, como ya se dijo, ha sido asociada a la evasion del complemento y la
fagocitosis 77178, Sin embargo, sabemos que la presencia de CPS gruesas se
asocia a fenotipos hipermucosos y tanto la composicién de la CPS, asi como su
grosor, puede variar entre cada aislado. Nuevamente, se pone de manifiesto que
es relevante la caracterizacion de la cepa de Klebsiella pneumoniae utilizada en
cada caso, permitiendo asi una mejor compresiéon de su interaccion con el

sistema inmune y evitando aparentes contradicciones.

La induccién de apoptosis en los PMN en el foco infeccioso es uno de los
primeros pasos hacia la resolucion de la infeccion, entendiendo que su
fagocitosis por parte de macréfagos residentes (proceso también llamado
eferocitosis), induce un perfil alternativo, anti-inflamatorio. Se ha visto que en
presencia de Klebsiella pneumoniae, los PMN tienen una baja expresion de
fosfatidilserina, lo cual retrasa la etapa resolutiva dado que su alta expresion

representa una sefial para que el macréfago lo fagocite 7°.

Recientemente fue demostrado que Klebsiella pneumoniae es capaz de
persistir en PMN murinos 174, pero su capacidad de sobrevivir en macréfagos
habia sido reportada previamente 8°-183 Sin embargo, Cano et al en el 2015
realizd un estudio exhaustivo de este fendmeno, demotrando que K. pneumoniae
es capaz de persistir hasta 7 horas al menos en macréfagos humanos, en un
compartimiento vacuolar intracelular particular, que se desvia del transito
convencional y no se une con lisosomas. Los factores involucrados en este
proceso todavia se desconocen, pero fue demostrado que la CPS no es
relevante en este caso. Mutantes de CPS conservan este mecanismo de evasion
y, ademas, vieron que K. pneumoniae disminuye la expresion de los genes
relacionados a la CPS una vez dentro del macréfago 84, Focalizando en los
macrofagos, poblacion de células residentes de tejido fundamentales en la
respuesta anti-bacteriana, existen reportes de la presencia de macréfagos con
un perfil M2 en modelos murinos de infeccion por K. pneumoniae. Existen
diversos trabajos que demuestran que, al depletar esta poblacién, la eliminacion
de la bacteria mejora 185187 | En esta linea, también se describié que infecciones
in vivo de K. pneumoniae se caracterizan por niveles elevados de IL-10, citoquina

anti-inflamatoria caracteristica de macréfagos M2 188.189,
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Finalmente, también hay estudios en células no inmunes, pero relevantes
en los primeros momentos de la respuesta anti-bacteriana. Utilizando lineas
celulares de epitelio pulmonar in vitro, también se observé que Klebsiella
pneumoniae es capaz de suprimir la sefalizacion via NF-kB, con la consecuente
falta de liberacion de IL-8 0. En particular, este mecanismo depende de la

activacion de NODL1 e involucra la inhibicién de la Rho GTPasa Racl %%,
4, Resultados previos del grupo

Hace algunos afios nuestro laboratorio se encuentra estudiando la
interaccién de los PMN con Klebsiella pneumoniae. En particular, la investigacion
siempre se encontré centrada en un aislamiento clinico local, caracterizado como
KPC* y del ST258, al cual denominamos Kp. No presenta un fenotipo
hipermucoso, tampoco resistencia a la fagocitosis y mostr6 ser susceptible a la
muerte mediada por complemento, tres caracteristicas que evidenciarian la

ausencia de una gruesa CPS 192,

Previamente hemos reportado que Kp es incapaz de gatillar la produccion
de ROS, a pesar de inducir la expresion de marcadores de activacion, como
CD11b, y ser fagocitada de manera eficiente, en comparacion con otra
enterobacteria capaz de activar a los PMN °. Mas aun, observamos que un
extracto de Kp enriquecido en componentes de membrana inhibe la produccién
de ROS inducida por fMLP. Al investigar las moléculas de membrana
involucradas en este fendmeno, la region polisacarida del LPS resulto ser la

responsable de la inhibicion °.

Desde el 2017 la OMS incluye a Klebsiella pneumoniae KPC+ en su lista
de prioridad critica de microorganismos para los cuales nuevas terapias se
necesitan urgentemente 4°. Una de las principales razones es que el creciente
aislamiento de cepas resistentes a los antimicrobianos de Ultimo recurso en la
clinica casi no deja opciones terapéuticas para su tratamiento. Aunque en los
altimos afios se estan investigando diversos enfoques terapéuticos, como el uso
de bacteriofagos, péptidos antimicrobianos y el desarrollo de anticuerpos contra
moléculas de superficie, en la actualidad no existen candidatos en fases
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avanzadas para el tratamiento de infecciones por Klebsiella pneumoniae

multirresistente.

Mucho se ha estudiado de Klebsiella pneumoniae y la respuesta inmune,
pero la continua evolucidon bacteriana junto con la aparicibn de nuevos
mecanismos de evasion evidencia que nuestra comprension de la patogénesis
de esta bacteria sigue presentando interrogantes. Como también hemos visto,
aun gueda mucho por clarificar en torno al rol de las células inmunes en la
respuesta frente a cepas de Klebsiella pneumoniae multirresistente. Por lo tanto,
los esfuerzos por entender los diversos mecanismos de evasion que presenta
Klebsiella pneumonia son fundamentales para lograr avanzar en el desarrollo

tanto de medidas preventivas como terapias para combatir estas infecciones.

En consecuencia, en el presente trabajo profundizamos el estudio de la
interaccién entre el clon hiper-epidémico Kp y una célula central de la respuesta
inmune innata como es el PMN. En particular, nos focalizamos en dilucidar los
mecanismos involucrados en la evasion de la respuesta bactericida del PMN

mediada por Kp.
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MATERIALES Y METODOS

1. Bacterias utilizadas y condiciones de crecimiento

Los experimentos realizados fueron llevados a cabo utlizando las

siguientes bacterias:

- Un aislado clinico local de Klebsiella pneumoniae productora de
carbapenemasa (KPC) perteneciente al secuenciotipo (ST) 258 (ID de cepa:
M9885), llamada Kp a lo largo del trabajo. La identificacion de género y especie,
asi como las pruebas de sensibilidad antimicrobiana preliminar, fueron llevadas
a cabo mediante el sistema Vitek 2® Compact. Ademas, se realizaron pruebas
de dilucion en caldo para determinar concentracion inhibitoria minima y difusion
en agar segun el método de Kirby-Bauer, para medir halos de sensibilidad. El
mecanismo especifico de resistencia a los carbapenemes fue identificado
mediante deteccién del gen blaKPC por PCR (primers KPC-F: AAC AAG GAA
TAT CGT TGA TG y KPC-R: AGA TGA TTT TCA GAG CCT TA) /, mientras que
el andlisis del secuenciotipo fue realizado mediante Multi-Locus Sequence Type
(MLST) acorde a las indicaciones de la pagina web Klebsiella Sequence Typing,
del Instituto Pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). Todas
las pruebas de caracterizacion genotipica y fenotipica de la cepa fueron llevadas
a cabo en el Servicio de Antimicrobianos, Dpto. Bacteriologia del Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) - ANLIS “DR. CARLOS G.
MALBRAN”.

- Una cepa de Escherichia coli ATCC® 25922™, denominada Eco, como

control positivo capaz de inducir una fuerte respuesta por parte del PMN.

- Una cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 25923™, denominada Sau,

fue utilizada como estimulo positivo para la formacion de NETS.

- Otros aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae (caracterizados de
forma similar a Kp en el Servicio de Antimicrobianos, Dpto. Bacteriologia del
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) - ANLIS “DR. CARLOS G.
MALBRAN). Sus caracteristicas se resumen en la Tabla 1 (ver Resultados).
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Todas las especies bacterianas fueron conservadas en medio Infusiéon
Cerebro Corazén (BHI) con 20% glicerol, a -80°C. Para usar las cepas, las
mismas son descongeladas y sembradas en agar tripteina soya (TSA,
Laboratorios Britania, Buenos Aires), para luego ser incubadas por 24 horas a
37°C. Una vez obtenidas colonias aisladas, se realizan periédicamente un grupo
de pruebas bioquimicas de identificacion (ver tabla a continuacién), para

asegurar la pureza del aislamiento.

TSI (Triple Sugar Iron) MIO: Motilidad-Indol-Ornitina
Acido/4cido * Motilidad negativa *
Sulfuro negativo * Indol: negativa *

Ornitina descarboxilasa: positiva *

Prueba de Citrato Prueba de Voges/Proskauer
Positiva * Positivo *

* Resultado esperado para Klebsiella pneumoniae sp. pneumoniae. El set mencionado
incluye el minimo de pruebas bioquimicas clave para este género y especie, considerando que
se trata de cepas preservadas en estado puro, luego de su fenotipificacion completa.

Para su utilizacion en los experimentos, fue tomada una colonia de cada
aislamiento y se inocul6 en caldo tripteina soya (TSB), para ser incubado por 24
horas a 37°C. Al dia siguiente, se tomaron 100 pl del caldo cultivado y se
inocularon en 5 ml de TSB fresco. Se incub6 durante 4 horas a 37°C, en agitacion
a 200 rpm, con el fin de alcanzar la fase logaritmica de crecimiento, asegurando
el pleno desarrollo metabolico de la bacteria. De este cultivo, se tom6é 1 mly se
centrifugd a 6000 rpm por 10 min, se lavo con buffer fosfato salino (PBS) 1X y
se resuspendié nuevamente en PBS 1X. Finalmente, la suspension bacteriana
fue ajustada a una densidad o6ptica (DO), mediante el uso de un
espectrofotometro, que se correspondiera a una concentracion de 1,5x108
unidades formadoras de colonia (UFC)/ml. Para cada cepa en particular, fue
realizada una curva de calibracién relacionando la DO y las UFC. De las
suspensiones bacterianas ajustadas a concentracion, se tomaron 100 pl para

realizar diluciones seriadas, sembrar en placas de TSA y confirmar, al dia
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siguiente, la concentracion UFC/ml utilizada. En todos los casos, se utilizd una

proporcion bacteria: PMN de 10:1, salvo indicacion.

2. Generacion de bacterias recombinantes expresando la Proteina
Verde Fluorescente (GFP)

La generacién de estas cepas fue posible gracias a una colaboracién con
la Dra. Fabiana Bigi, del Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular
(IABIMO), Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), CONICET.
Brevemente, 50 pl de Kp o Eco fueron cultivados en medio Luria Bertani (LB,
Laboratorios Britania, Buenos Aires) hasta alcanzar una DO 600 nm= 0.6. Luego,
las bacterias fueron centrifugadas a 10000 g durante 10 min, lavadas con PBS
1x con 10% glicerol y finalmente resuspendidas en 500 pl de PBS1x con 10%
glicerol. Las bacterias (50 pl de la suspension), fueron permeabilizadas por
electroporacion con 1 pl del plasmido pML1335 (provisto amablemente por el Dr.
Michel Niederweis) a 200 ohms, 2,5V y 25 pFa. El plasmido pML1335 1%
contiene el gen GFP bajo el promotor de microbacteria (Psmyc). El vector
contiene ColE1 para su replicacion y un gen de resistencia a higromicina.
Después de la electroporacion, las bacterias fueron cultivadas en 1 ml de medio
SOC durante 1 hora y luego servidas en una placa de agar LB con 200 pug/ml de
higromicina para seleccionar a las resistentes e incubadas durante la noche a
37°C.

La cepa recombinante de Eco fue exitosamente seleccionada de esta
forma, ya que la cepa nativa es sensible a higromicina. Sin embargo, el
aislamiento clinico de Kp es resistente a higromicina, por lo que, para
seleccionarla, las colonias individuales fueron observadas bajo el microscopio,
irradiando las bacterias con luz ultravioleta y seleccionando aquellas que
evidenciaron un color verde. Luego de la seleccién, se realizaron las pruebas
correspondientes para asegurar la identificacion de las cepas y, en el caso de
Kp, se hizo la identificacion del gen blakrc mediante PCR, asegurando asi que

efectivamente era una cepa recombinante de la Kp nativa.
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3. Aspectos éticos y obtencidon de las muestras de sangre

Todas las muestras humanas utilizadas en este estudio fueron obtenidas
de dadores voluntarios sanos segun las pautas institucionales (Academia
Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentina). Dicho estudio recibié la
aprobacion de los correspondientes Comités de Etica institucionales y el
consentimiento informado fue proporcionado por escrito por todos los dadores.

Los dadores de sangre declararon no haber tomado ninguna medicacion
en los ultimos 10 dias previos al dia de la toma de la muestra. La sangre se
obtuvo por puncién venosa de la vena del antebrazo y se extrajo directamente
en tubos de polipropileno con citrato de sodio (3,8% p/v, Merck) como

anticoagulante.
4. Purificacién de polimorfonucleares neutréfilos (PMN)

Los neutréfilos polimorfonucleares (PMN) fueron aislados por
centrifugacion en gradiente de Ficoll-Hypaque (Ficoll Pharmacia, Uppsala;
Hypaque, W.intthrop Products, Buenos Aires, Argentina) y posterior

sedimentacion con dextran, tal como se describié previamente 17194,

Los eritrocitos contaminantes fueron lisados por shock hipoténico. Tras el
lavado, las células (96 % de PMN, segun visualizacion microscopica con tincion
de Turk) fueron suspendidas en medio RPMI 1640 suplementado con 2 % de
suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor. El recuento de las células se realiz6
en camara de Neubauer con solucion de Turk (0.01% de violeta de genciana en

2% acido acético).
5. Aislamiento de plaquetas (PLT) y parametros de activacion

El plasma rico en plaquetas (PRP) se obtuvo por centrifugacion de las
muestras de sangre a 200 g por 10 min. Para evitar la contaminacion de
leucocitos, solo se recolect6 el 75 % superior del PRP. Luego, el PRP colectado
se centrifugo en presencia de 75 nM de prostaciclina (PGI2) (Cayman Chemical)
para evitar la activacion plaquetaria por centrifugacion. Finalmente, las plaquetas

(PLT) fueron resuspendidas en medio RPMI 1640. Para los experimentos donde
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se evaluo la respuesta de los PMN en presencia de PLT, se utilizé una proporcion
fisiol6gica de 50:1 PLT:PMN.

Para evaluar la activacion de las PLT, PLT purificadas fueron incubadas
con Kp en diferentes relaciones PLT: bacteria, por 15 min a 37°C. Luego, se
agrego6 un anticuerpo especifico anti-CD62P (anti-p-selectina) conjugado con
FITC por 15 minutos. Finalmente, por citometria de flujo se determiné la

expresion de p-selectina, como parametro de activacion plaguetaria.

Con el fin de evaluar la union de Kp a las PLT, PLT purificadas fueron
incubadas con GFP-Kp en diferentes relaciones PLT: bacteria, por 15 min a
37°C. Luego, se agregd un anticuerpo especifico anti-CD61 (identificador de
PLT) conjugado con PE por 15 minutos. Finalmente, por citometria de flujo
determinamos la unién en la poblacion doble positiva, siendo PLT (CD61*)
unidas a Kp (GFPY).

6. Obtencion de suero humano y opsonizacion

Un pool de sueros humanos (HS) fue obtenido a partir de muestras de
sangre de dadores sanos (n=10) recolectada sin anti-coagulante. Se dej6
coagular la sangre, se centrifugd para separar el suero y se incub6 cada suero a
56 °C durante 30 min, para inactivar el complemento.

Para evaluar la opsonizacion por los anticuerpos naturales presentes en
HS, se incubd a Kp con el pool de HS durante 30 min (Kp-HS), se lavo y Kp-HS
fue utilizada como estimulo para los distintos ensayos. La opsonizacion de Kp
se confirmd mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos anti-lgG e IgM

humanos conjugados con FITC (Dako, F(ab’)2).
7. Produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)

La produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) fue determinada mediante citometria de flujo utlizando la sonda
dihidrorodamina-123 (DHR, Sigma-Aldrich), siguiendo un protocolo ya descripto
195 Brevemente, 5 x 10° PMN purificados fueron pre-incubados durante 15 min

a 37 °C con 1 uM de DHR en RPMI con 2% SFB. Posteriormente, las células se
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incubaron con los estimulos indicados durante 30 minutos a 37 °C en 5 % CO,.
Inmediatamente después, se determiné la fluorescencia verde mediante

citometria de flujo.

A su vez, la produccion de ROS también fue evaluada en sangre entera.
Una alicuota de 100 pl de sangre entera, anticoagulada con citrato de sodio 3,2%
p/v, fue incubada con DHR 10 uM durante 15 min. Luego, se agrego la cantidad
de bacteria (Kp 0 Eco) necesaria para tener una relacion final de 10 bacterias
por cada PMN, previo recuento diferencial de los leucocitos en sangre entera.
Después de 30 minutos, la sangre fue tratada con una solucion de lisis fijadora
comercial (BD, FACS Lysing Solution, San Jose, CA, USA) y la produccién de
ROS fue evaluada inmediatamente después mediante citometria de flujo, como
ya fue descripto. Se calcul6 el porcentaje de células positivas para DHR en la

poblacién de PMN, determinada segun sus parametros FSC y SSC.
8. Formacién de Trampas Extracelulares de Neutroéfilos (NETS)

Para la determinacion de la formacién de NETSs suicidas, PMN purificados
(5 x 10°) fueron sembrados suavemente sobre cubreobjetos de vidrio redondos,
en placas de 24 pocillos. Previamente, los vidrios fueron tratados con 0.001 %
de polil-L-lisina, para favorecer la adhesion de las células. Se permitié que los
PMN se asentaran y luego fueron incubaron en presencia o ausencia (Basal, sin
estimular) de los estimulos indicados durante 3 horas a 37 °C en 5% CO,. Como
estimulos positivos, se utiliz6 20 nM de PMA (Merck), la bacteria Eco o 5 uM de
ionomicina (lono, Merck). Para determinar la formacion de NETSs vitales, los PMN
fueron pre-incubados durante 90 minutos con Kp y luego estimulados durante 1

hora con Sau, en una proporcién bacteria:PMN de 10:1.
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La formacion de NETSs fue evidenciada a partir de la determinacion de tres
parametros distintos: microscopia confocal, medicién de ADN de cadena doble
y actividad de MPO. En la determinacion de la formacioén de NETs inducidas por
PMA en presencia de los distintos aislados de Klebsiella pneumoniae, los
resultados se expresaron como un porcentaje (%) de inhibicién, calculado

mediante mediante la siguiente formula:

Aislado+PMA
PMA solo

% inhibicién = (1 — ) % 100

8.1. Determinacion de NETs por microscopia confocal

Una vez concluido el tiempo de incubacion, se retiré suavemente el medio
de cultivo y se procedio a fijar las muestras agregando paraformaldehido (PFA)
4% por 15 minutos. Luego, se lavd con PBS 1X y se realiz6 una
inmunomarcacion. De manera extracelular, se marcoé la elastasa utilizando un
anticuerpo primario especifico y su correspondiente anticuerpo secundario (Merk
Millipore, Darmstadt, Alemania). Para visualizar el ADN se utilizé una soluciéon
de ioduro de propidio 2 pg/ml en medio de montaje vectashield. Utilizando un
microscopio confocal FluoView FV1000 (Olympus, Tokio, Japdn) equipado con
un objetivo Plapon 60x/1.42 se tomaron las imagenes para cada tratamiento. Se
observaron al menos 10 campos diferentes en cada tratamiento (x200). Las
imégenes fueron utilizadas para determinar el area de las NETs, en al menos 5
imagenes obtenidas a x200, utilizando un script generado en el software FIJI. La
escala de la medicién se obtuvo de los datos proporcionados en la imagen del
microscopio confocal. Brevemente, el analisis involucra un paso de
umbralizacion, determinando qué es sefial positiva para la doble marca ADN vy

elastasa, para luego calcular las areas.
8.2. Medicion de ADN de cadena doble (ADNdc) y la Actividad MPO

1 x 10% PMN purificados fueron incubados en las mismas condiciones
descriptas anteriormente, pero sin colocar un cubreobjetos, en una placa de 24
pocillos. Después del periodo de incubacién, se agregé una Nucleasa S7
micrococcal (4 U, Roche Diagnostics) durante 15 min a 37 °C, con el fin de cortar

y liberar las NETs del cuerpo celular de los PMN. Inmediatamente después se
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inactivo la enzima mediante la adicion de 5 mM de EDTA. Los sobrenadantes se
recolectaron y centrifugaron dos veces, primero a 900 xg y luego a 9600 xg, para
separar los PMN vy las bacterias, respectivamente. Finalmente, para determinar
la presencia de ADN de cadena doble, se utilizé un kit comercial (Invitrogen,
Thermo Fisher), que contiene picogreen como el intercalador de ADN y se
determind su concentracion utilizando un fluorometro (Espectrofotometro
DeNovix DS-11). En los mismos sobrenadantes libres de células, la actividad
MPO fue determinada utilizando el sustrato especifico
3, 3', 5, 5'-tetrametil-bencidina (TMB) (Invitrogen, Thermo Fisher), midiendo la
absorbancia resultante a 450 nm y sustrayendo la absorbancia a 550 nm (450—-
550 nm).

La formacién de NETs en sangre entera fue determinada después de 3 h
de incubacion de la sangre con las bacterias (Kp o Eco), en una proporcion 10:1
bacteria: PMN, previo recuento diferencial de los leucocitos en sangre entera. En
este caso, sOlo se realizO la medicion de ADN de cadena doble en los
sobrenadantes después de un breve tratamiento con la Nucleasa S7, como se
describié anteriormente. No fue posible la medicién de la actividad MPO ya que
en el plasma hay otras peroxidasas que no permiten hacer la determinacion

especifica.
9. Actividad de la elastasa del neutro6filo

Para evaluar un posible impacto directo de Kp sobre la actividad de la
elastasa del neutréfilo (NE), se obtuvo una fuente de elastasa mediante lisis de
PMN con 0.5 % de Triton X-100. Esta fuente de NE fue incubada durante 1 hora
con diferentes cantidades de Kp. Finalmente, la actividad de la elastasa se
determind en los sobrenadantes libres de células utilizando un sustrato
especifico de elastasa (1 nM N-metoxisuccinil-Ala-Ala-Pro-Val p-nitroanilida) y

midiendo la absorbancia a 405 nm, sustrayendo la medicion a 505 nm.
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10. Localizacion intracelular de la elastasa por microscopia confocal

5 x 10° PMN purificados fueron sembrados suavemente sobre
cubreobjetos de vidrio redondos, en placas de 24 pocillos. Previamente, los
vidrios fueron tratados con 0.001 % de polil-L-lisina, para favorecer la adhesién
de las células. Se permitio que los PMN se asentaran y luego fueron incubaron
en presencia o ausencia (Basal, sin estimular) de los estimulos indicados. Para
evaluar la presencia de elastasa en los fagosomas, el periodo de incubacion fue
de 45 min y fueron utilizadas las bacterias expresando GFP. Para determinar la

elastasa en el nucleo, el tiempo de incubacion fue de 60 min.

Una vez concluido el tiempo de incubacion, se retiré suavemente el medio
de cultivo y se procedi6 a fijar las muestras agregando PFA 4% por 15 minutos.
Luego, se lavé con PBS 1X y se realizé una inmunomarcacion. De manera
extracelular, se marco la elastasa utilizando un anticuerpo primario especifico y
su correspondiente anticuerpo secundario (Merk Millipore, Darmstadt,
Alemania). Para visualizar el ADN se utiliz6 una solucion de ioduro de propidio 2
pHg/ml en medio de montaje vectashield. Utilizando un microscopio confocal
FluoView FV1000 (Olympus, Tokio, Japon) equipado con un objetivo Plapon
60x/1.42 se tomaron las imagenes para cada tratamiento. Se observaron al
menos 10 campos diferentes en cada tratamiento (x3000) y se tomaron

iméagenes para alcanzar un numero significativo de PMN.

Para la co-localizacion de elastasa con la bacteria-GFP en fagosomas, se
consideraron sélo PMN con bacteria internalizada y se cuantificd, por PMN, el
namero de bacterias-GFP positivas co-localizando o no con elastasa, para

determinar el porcentaje de co-localizacion de las bacterias con elastasa.

Para la determinacién del porcentaje de PMN con elastasa nuclear al
menos 100 PMN fueron observados, se determind la localizacion de la elastasa
(citoplasmatica y nuclear) y se calculo el porcentaje de PMN con elastasa nuclear
dividiendo el niumero de PMN con elastasa nuclear sobre el total de PMN

observados.
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11. Analisis a través de imagenes de microscopia electronica de
transmision (TEM)

Para la obtencion de las muestras para su posterior procesamiento y
adquisicion de las imagenes por microscopia electrénica de transmision (TEM,
por sus siglas en inglés), se incubaron 30x10° PMN purificados con Kp o Eco
durante 1 hora a 37°C. Luego, para eliminar la bacteria extracelular, se agregé
colistina 50 pg/ml y se incubd por 1 hora mas. Se lavaron las células, se agrego
RPMI 2% SFB y se incub6 a 37°C durante 1 o 3 horas mas, con el fin de observar
las bacterias intracelulares luego de 3 o 5 horas de incubacion, respectivamente.
Tras el periodo de incubacion, las células fueron centrifugadas, lavadas y fijadas
durante 4 horas a 4 °C. El pellet obtenido tras la fijacion fue lavado y enviado al
servicio de TEM de LANAIS-MIE (UBA-CONICET) para su procesamiento. Las
imégenes fueron adquiridas en un Microscopio Electrénico de Transmision Zeiss
EM 109T, equipado con una camara digital Gatan ES1000W.

12. Eliminacién bacteriana intracelular por recuento de UFC

Para evaluar la capacidad de eliminacion intracelular de los PMN frente a
Kp (y Eco como control positivo) se incubaron 1x10° PMN purificados con 1x108
UFC, representando una relacion bacteria: PMN de 1:1, en una placa de 24
pocillos. Una hora después de la incubacion, las células fueron centrifugadas y
los pellets conteniendo los PMN fueron tratados con colistina a 50 pg/ml durante
1 hora para eliminar las bacterias extracelulares. Tras el tratamiento con
colistina, se realizdé un lavado, el pellet fue inmediatamente resuspendido en
RPMI 2% SFB y se incubo a 37 °C durante 1 o 3 horas adicionales (un total de
3 0 5 horas, respectivamente). Luego, las células fueron centrifugadas y lisadas
con H,0, para luego realizar diluciones y sembrar en placas de TSA. Al dia
siguiente, el numero de UFC intracelulares totales fue determinado por recuento
de UFC. Antes del experimento, se confirmé la sensibilidad a la colistina (50

pg/ml durante 15, 30 y 60 min) para Kp y Eco.

En el experimento planteado para evaluar si la presencia de Kp modula la
capacidad de eliminacién intracelular de Eco, los PMN (1x10°) fueron incubados
con Eco expresando GFP (1x10® UFC) solo o en presencia también de Kp
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(10x108 UFC) en una placa de 24 pocillos durante 1 hora a 37°C. Luego, las
células fueron centrifugadas y los pellets que contenian los PMN fueron tratados
con gentamicina (200 pg/ml durante 15 min), antibiotico capaz de eliminar a Eco-
GFP extracelular. Posteriormente, los PMN fueron lisados con H,O, se realizaron
diluciones seriadas y se sembré en placas de TSA. Las UFC fueron contadas al
dia siguiente utilizando un transiluminador UV, el cual permite diferenciar las

colonias GFP* (Eco) de las negativas (Kp).
13. Evaluacion de la actividad bactericida total por recuento de UFC

Para evaluar la capacidad bactericida total de los PMN frente a Kp (y Eco
como control positivo) se incubaron 1x10% PMN purificados con 1x108 UFC,
representando una relacion bacteria: PMN de 1:1, en una placa de cultivo celular
de 24 pocillos, durante 3 horas a 37°C. Ademas, se incubaron las bacterias en
ausencia de PMN. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron diluciones
seriadas y se sembrd en placas de TSA. Se cuantificaron las UFC para las
bacterias solas o0 en presencia de los PMN. La actividad bactericida de los PMN
fue determinada considerando cuantas UFC se obtuvieron en presencia de PMN
con respecto a las UFC obtenidas en ausencia de los PMN (UFC relativas),
siendo: UFC relativas= (UFC con PMN/UFC sin PMN)

14. Ensayo de fagocitosis

Para determinar la fagocitosis frente a Kp-HS 5x10° PMN fueron
incubados con GFP-Kp o GFP-Kp-HS en una relacion bacterias:PMN 10:1, por
30 min a 37°C. Luego, los PMN fueron tratados con colistina a 50 ug/ml durante
30 min mas a 37°C, para eliminar la bacteria extracelular asociada al PMN.
Luego de la incubacion, las células fueron analizadas mediante citometria de
flujo y se determin6é el porcentaje de PMN positivos para GFP, como un
parametro de cuantos PMN fagocitaron bacteria, asi como la intensidad media
de fluoresencia (IMF) de los PMN, como un pardmetro de cuanta bacteria habria
por PMN.
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15. Ensayo de time lapse

4x10° PMN purificados fueron colocados en una placa de Petri de 35 mm
con el vidrio para microscopia confocal ya incorporado (BIOFIL, Confocal Dish).
Se agreg6 GFP-Kp o GFP-Eco en una relacién bacteria: PMN 10:1, junto con
ioduro de propidio 1 pg/ml e inmediatamente después comenzd la adquision
utilizando un microscopio confocal FluoView FV1000 (Olympus, Tokio, Japon)
equipado con un objetivo Plapon 60x/1.42 y un dispositivo time-lapse, capaz de

mantener las condiciones de COz, temperatura y humedad.
16. Evaluacion de la degranulacién de granulos azurofilos

5x10° PMN purificados fueron enfrentados con Kp o Eco en la relacion
indicada, por 2 horas a 37°C. La expresion de CD63 fue determinada por
citometria de flujo, utilizando un anticuerpo primario especifico anti- CD63
humano (BD Pharmigen™) y un secundario especifico conjugado a FITC
(ThermoFisher, eBioscience™). Los restos celulares (o debris) se excluyeron
mediante el FSC-SSC (forward vs. side scatter) y se determiné el porcentaje de
células positivas para CD63.

17. Polimerizacién de actina por citometria de flujo

Para evaluar la polimerizacion de actina, 5x10° PMN purificados fueron
incubados con los estimulos indicados (Eco o Kp en relacién bacteria: PMN 10:1
o fMLP 1.1077 M), por distintos tiempos. Concluido el tiempo de incubacion, los
PMN fueron fijados con PFA 0,5 % por 15 minutos. Luego, las células fueron
tratadas con 0.1 % de Tritdbn X-100 durante 15 min para permabilizar y luego con
albumina sérica bovina (BSA) 3% durante 1 hora para bloquear. Finalmente, se
marcaron los extremos de la actina utilizando faloidina-TRITC (Merck) durante
30 minutos. Se determind la IMF para cada tratamiento, como parametro de

polimerizacion de actina, por citometria de flujo.
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18. Evaluacion de la quimiotaxis hacia fMLP

La quimiotaxis se cuantificé utilizando una camara de Boyden (Betsuyaku
etal., 1999, ver esquema en la Figura 28). En los pocillos inferiores de la camara
de Boyden se colocé RPMI 2% SFB como control o fMLP 1.107 M como estimulo
quimiotactico. Una membrana de policarbonato con poros de 3 um de diametro
(Neuro Probe Inc. Gaithersburg MD, USA), se utilizé para separar el estimulo de
los PMN, modelando el endotelio que deben atravesar los PMN para extravasar.
50 pl de una suspension de PMN purificados, conteniendo 1x10° PMN en RPMI
2% SFB, se coloc6 en los pocillos superiores de la camara de Boyden
delicadamente, para no generar burbujas ni agujerar la membrana. Luego, la
camara se incubo por 30 min a 37 °C. Luego de la incubacioén, la membrana fue
retirada cuidadosamente y tefiida con un kit de tincion comercial (TINCION-15,
Biopur SRL, Rosario, Argentina). EI nimero de células migradas y retenidas en
la superficie inferior de la membrana fue determinado analizando cinco campos
aleatorios en un microscopio en campo claro (x 1000). Cada tratamiento fue

realizado por triplicado dentro de cada experimento.
19. Anélisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism
(Version 8.4). La normalidad de los datos fue evaluada mediante la prueba de
Shapiro-Wilk. Para comparaciones multiples, se aplicé un analisis de varianza
(one-way ANOVA), seguido del post test de Tukey. En las comparaciones entre
dos grupos, se empled la prueba t de Student, pareada o no pareada segun

correspondiera.

Los resultados se expresaron como la media = error estandar (SEM).
Cada punto dentro de las columnas en los gréaficos representa un dador
independiente de PMN. Se consideraron estadisticamente significativos los
valores de p<0,05.
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RESULTADOS

CAPITULO 1 - Estudio de la formacion de NETs frente a Kp

1.1. Los PMN no son capaces de contener a Kp

A lo largo de estos afios el grupo ha estudiado la respuesta temprana del
PMN frente a Kp. Brevemente, hemos encontrado que frente al encuentro con
Kp, PMN humanos aumentan la expresion de marcadores de activacion, como
CD11, CD15y CD66b, y son capaces de fagocitar a la bacteria. Sin embargo, se
induce una pobre produccion de ROS y los PMN no logran eliminar

eficientemente a Kp in vitro °.

A partir de estos resultados, nos preguntamos si Kp podria estar
modulando otras funciones bactericidas del PMN que median la muerte
extracelular, como la formacion y liberacion de NETs, un mecanismo de
respuesta mas tardia del PMN frente a Kp. En primer lugar, como para tener una
vision global real de los eventos que se suceden en la interaccion entre los PMN
y Kp a lo largo del tiempo, realizamos un ensayo de time lapse, donde utilizamos
bacteria transformada expresando la proteina verde fluorescente (GFP) y
visualizamos a los PMN por su contraste interdiferencial (DIC). Como control de
una eficiente respuesta bactericida utilizamos una cepa ATCC de Eco %7
también expresando GFP. Ademas, incorporamos al medio ioduro de propidio
(en rojo), capaz de ingresar a la célula cuando la membrana plasmatica pierde
su integridad, representando una sefial de muerte, que ocurriria en la induccion
de NETs suicidas. En la Figura 1 podemos observar capturas del time lapse a
distintos tiempos (0, 30, 60, 90 y 120 minutos). Tal como podemos ver en las
imagenes, Kp es capaz de continuar replicandose a lo largo del tiempo en mayor
medida que Eco, evidenciando la incapacidad de los PMN para contener a Kp.
A su vez, en presencia de Kp los PMN conservan su integridad de membrana, a
diferencia de Eco donde se observa una gran cantidad de PMN positivos para
ioduro de propidio. Por otro lado, también se observa en los PMN enfrentados

con Eco una formacion de “nubes” rojas extracelulares, lo cual podria ser
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Figura 1. Los PMN son
incapaces de contener a
Kp. Capturas de un time
lapse donde se incubd
PMN purificados (ver DIC)
con Kp-GFP o Eco-GFP
(verde) en presencia de
ioduro de propidio (rojo),
gue soOlo ingresa a las
células cuando hay
pérdida de integridad de la
membrana (en rojo).

consistente con la
liberacion de  NETSs,
considerando la capacidad
del ioduro de propidio de
intercalarse en hebras de
ADN doble cadena. Estas
nubes no se observaron
en respuesta a Kp. Cabe
destacar que también se
observa un menor niumero
de PMN con Kp, a pesar
de haberse cuantificado y
agregado PMN por igual
en ambas condiciones.
Una posible explicacion es
gque la activacion en
presencia de Eco es
mayor, dando lugar a que
los PMN se adhieran a la
placa, mientras que con
Kp los PMN contindan
desplazandose. Con el
objetivo de confirmar que

los PMN no son capaces
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de contener a Kp luego de 3 horas de incubacién, indicandonos entonces algun
defecto en la respuesta microbicida total, realizamos un ensayo de killing por
recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Para esto, incubamos
PMN humanos purificados de sangre periférica con Kp o Eco, durante 3 horas a
37°C con 5% CO2. Realizamos directamente diluciones seriadas para luego
sembrar una gota sobre placas de petri con TSA, y asi realizar un recuento de
UFC al dia siguiente, como parametro de la respuesta bactericida total de los
PMN. Sin embargo, teniendo en cuenta que una diferencia en el crecimiento per
se de cada bacteria podria condicionar el resultado, también se incubd a Kp o

Eco en ausencia de PMN.

En la Figura 2 se muestran las UFC totales (extracelular + intracelular),
expresadas como UFC relativas, representando cuanta bacteria crecié en
presencia de los PMN con respecto a lo que crece sola. Los resultados indican
que, mientras Eco es eficazmente eliminada reduciéndose significativamente su
crecimiento, Kp no sélo no es eliminada, sino que pareceria que logra crecer aun
mas en presencia de los PMN. Esto refleja que efectivamente los PMN son
incapaces de contener a Kp y que, como se observa en el time lapse, la falta de
induccion de NETs en presencia de Kp podria contribuir en esta falta de

contencion bacteriana.

2.0
Figura 2. Los PMN no pueden

eliminar a Kp luego de 3 horas.
Se incubaron PMN humanos
purificados con Kp o Eco MOI 1
durante 3 horas. Se realizaron
diluciones seriadas y se sembrd
en placas de agar. Se realiz6 el
recuento de UFC al dia
siguiente. Las UFC en
presencia  de PMN  se
relativizaron a las UFC luego de
i 3 horas de crecimiento de la
0 bacteria sola.

@)
@)

1.5

1.0

UFC relativas

0.57

0.0
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1.2. Estudiar el efecto de Kp sobre los distintos tipos de NETs

1.2.1. Kp es capaz de inhibir la formacién de NETs suicidas NOX-

dependientes

Ante la capacidad observada de Kp de crecer extracelularmente frente al
encuentro con los PMN, nos planteamos estudiar el efecto de Kp sobre la
formacion de NETs, una de las principales respuestas microbicidas
extracelulares. Para ello, PMN humanos purificados fueron incubados con Kp,
asi como también con diversos estimulos positivos capaces de inducir la

formacién de NETs a través de distintas vias.

Como ya fue mencionado, a partir del descubrimiento de las NETs como
un mecanismo extracelular relevante, capaz de contener patégenos y mediar su
muerte, se han reportado diversos estimulos que generan la liberacion de NETS,
dando lugar asi también al reporte de distintos tipos de NETs. Dado que estos
estimulos difieren en las vias intracelulares involucradas, asi como también en
los tiempos necesarios para la induccion, es importante destacar que su
utilizacion, entonces, podria dar indicios de los mecanismos involucrados en el

impacto de Kp sobre las NETSs.

Los primeros estudios de las NETSs reportaban su liberacion cerca de las
3 horas post estimulo, momento en el cual se rompe la membrana del PMN v,
por lo tanto, muere. Considerando la pérdida de viabilidad, este tipo de NETs ha
sido clasificado como suicidas, demostrandose que es un tipo de muerte distinto
a la apoptosis 0 necrosis, por ejemplo, y hay vasta evidencia que acompafa la
existencia de dos tipos de NETSs suicidas segun su requerimiento de la enzima
NADPH oxidasa (NOX).

El primer inductor utilizado para describir las NETs NOX-dependientes,
donde la produccién de ROS es indispensable, fue el PMA 3, estimulo inductor
de NETs sobre el cual se conocen en mayor detalle los pasos involucrados en
su induccion. Por lo tanto, decidimos comenzar investigando el posible impacto
de Kp sobre las NETs inducidas por PMA. PMN purificados fueron incubados

durante 3 horas a 37°C con 5% CO2 con PMA 20 nM en presencia o ausencia

60



de Kp. En la Figura 3 se muestran los parametros evaluados para determinar la
formacion de NETs. Como podemos ver tanto en la liberacién extracelular de
ADN como la actividad MPO (Figuras 3A y 3B), y en linea con lo observado en
los experimentos de time lapse, Kp no es capaz de inducir la liberacién de NETS,
mientras que PMA es un fuerte inductor. Ademas, podemos ver que Kp logra
disminuir la formacion de NETs inducida por PMA. Con el objetivo de confirmar
este resultado, cuantificamos el area de las NETs a partir de imagenes obtenidas
por microscopia confocal. Para esto, los PMN fueron colocados sobre vidrios y
luego de la incubacion de 3 horas fijamos las células y marcamos tanto el ADN
como la Elastasa, que junto con la MPO son componentes claves de las NETSs.
Tal como podemos observar en la cuantificacion del érea de las NETs (Figura
3C) y las imagenes representativas correspondientes (Figura 3D), Kp no es
capaz de inducir la formacion de NETs y logra reducir las NETs inducidas por

PMA, en linea con lo observado en los otros dos parametros evaluados.
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Figura 3. Kp inhibe la formacion de NETs NOX-dependientes. Se incubaron PMN purificados de
sangre periférica con Kp y/o PMA 20 nM, o sin tratar (basal) por 3 horas. Se determind por
distintos parametros la formacién de NETs. (A) Cuantificacién de ADN doble cadena liberado al
sobrenadante. (B) Cuantificacidn de la actividad de la proteina mieloperoxidasa (MPO) en los
sobrenadantes. (C) Cuantificacion del area de las NETS, a través del software Fiji. Se considerd
NET a las estructuras doble positivas para ADN y elastasa. (D) Imagenes representativas de los
tratamientos realizados, obtenidas por microscopia confocal. Se observa el ADN (rojo) y la
elastasa (verde). Cada punto representa un dador de PMN. Se muestran los resultados como la
media + error estandar. *p<0.05.

El foco de este trabajo es el impacto de un aislado clinico particular de
Klebsiella pneumoniae, caracterizado dentro del grupo principalmente

responsable de la diseminacion de resistencia antimicrobiana y endémico en
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Argentina: KPC*y ST258 7. Sin embargo, entendiendo la rapida evolucién en las
bacterias y que cada aislado bacteriano puede tener sus propias caracteristicas,
nos preguntamos si la inhibicién de las NETs inducidas por PMA seria propia del
aislado, de la resistencia a los carbapenems, o del ST258. O si, por el contrario,
es un fenbmeno comin a mas aislados de Klebsiella pneumoniae. Para
responder esta pregunta, obtuvimos diversos aislados que se resumen en la
Tabla 1. Estos aislados no sélo presentan distintas resistencias, sino que

también pertenecen (en algunos casos) a distintos ST.

Caracteristicas
Secuencio_| Resistencia Fenotipo Genes de relacionadas a
Aislado| tipo (ST) | antibiética ID Hiperviscomucoso |Hipervirulencia| lacapsula
700603
A 498 SHV-18 (ATCC) Negativo Negativo K6
Kp 258 KPC-2 M9885 Negativo Negativo K27
K1, K2 and K5
E 258 KPC-2 M22738 Negativo Negativo negativo
K1, K2 and K5
H 258 KPC-2 M22910 Negativo Negativo negativo
K1, K2 and K5
C 258 CTX-M15 ([M19216 Negativo Negativo negativo
K1, K2 and K5
F 258 AMP-C M19091 Negativo Negativo negativo
K1, K2 and K5
G 258 CTX-M15 |M19145 Negativo Negativo negativo
D 307 NDM M25910 Negativo Negativo KL102

Tabla 1. Caracterizacion de los distintos aislados de Klebsiella pneumoniae utilizados. Se
asignan letras arbitarias a cada aislado, excepto el aislado utilizado en este trabajo de tesis, que
se nombra Kp. El ID corresponde al niumero identificatorio del aislado, provisto por el Malbran.
La presencia de genes de hipervirulencia y las caracteristicas relacionadas a la capsula fueron
determinadas en el Malbran por PCR. El fenotipo hipermucoso se realiz6 en el Malbran mediante
el “String test”.

Para indagar el efecto de cada aislado en particular sobre la formacion de
NETSs, purificamos PMN, estimulamos con PMA en presencia de cada aislado y
determinamos los niveles de ADN y MPO liberados, como pardmetro fiel de la
formacion de NETs. Como podemos ver en los niveles de ADN y MPO liberados
(Figura 4A y Figura 4B), junto con la tabla que resume los resultados (Figura
4C) todos los aislados evaluados fueron capaces de inhibir la liberacion de NETs
inducida por PMA. Este resultado refleja que la inhibicion de NETs es un
fendmeno que excede a nuestro aislado en particular y podria ser comun a

distintas cepas de Kp, no estando relacionado a la presencia de KPC o al ST258.
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Figura 4. Distintas cepas de Klebsiella pneumoniae inhiben las NETs NOX-dependientes. Se
incubaron PMN purificados de sangre periférica con los distintos aislados y/o PMA 20 nM por 3
horas. Se determind la formacion de NETs mediante dos parametros. (A) Cuantificacion de ADN
doble cadena liberado al sobrenadante, expresado como % de inhibicion de la liberaciéon de ADN,
con respecto a lo inducido por PMA solo, ver formula en materiales y métodos. (B) Cuantificacion
de la actividad de la proteina mieloperoxidasa (MPO) en los sobrenadantes, expresado como %
de inhibicién de la actividad MPO con respecto a lo inducido por PMA solo, ver féormula en
materiales y métodos. Cada punto representa un dador de PMN. (C) En la tabla se resumen los
resultados obtenidos para cada aislado, junto con el ST. Se muestran los resultados como la
media = error estandar. *p<0.05 vs PMN tratados s6lo con PMA.

Por otro lado, para determinar si la viabilidad bacteriana y/o componentes
estructurales de la bacteria podrian jugar un rol en la inhibicién de la formacién
de NETSs, Kp se fij6 mediante un tratamiento con paraformaldehido (PFA), por

recuento de UFC se confirmoé la pérdida de viabilidad, y Kp fijada fue utilizada
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como estimulo. Tal como podemos observar en los graficos de la Figura 5, Kp
fijada perdi6 la capacidad de inhibir la formacion de NETs. Este resultado nos
indica que es necesaria la viabilidad de Kp para mediar su efecto inhibitorio, asi
como también que ningln componente estructural, presente en la pared de la

bacteria luego de la fijacion, seria responsable del fenbmeno observado.
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Figura 5. Kp fijada pierde la capacidad de inhibir las NETs NOX-dependientes inducidas por
PMA. Se incubaron PMN purificados de sangre periférica con los estimulos indicados por 3 horas.
Se determind la formacidn de NETs a través de la cuantificacion de ADN doble cadena liberado
al sobrenadante (A) y la cuantificacién de la actividad de la proteina mieloperoxidasa (MPO) en
los sobrenadantes (B). Cada punto representa un dador de PMN, se muestran los resultados
como la media + error estandar. *p<0.05 vs Basal.

Si bien el uso de inductores farmacoldgicos, como el PMA, nos permite
pensar hipétesis sobre como Kp afecta pasos conocidos y bien caracterizados
del proceso de formacion de NETSs, también es importante estudiar la modulacién
de la induccion de NETs en sus escenarios posibles, como puede ser un contexto
de co-infeccion con otra bacteria. El estudio de las co-infecciones resulta clave
dado que en la clinica son comunes la infecciones poli microbianas '%’. En este
sentido, el perfil de respuesta inmune inducido por una bacteria podria

condicionar la supervivencia de la otra o viceversa.
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Entonces, nos preguntamos si Kp es capaz de modular la formacion de
NETSs inducidas por Eco, una bacteria que induce una fuerte activacion del PMN
y es eliminada correctamente. Incubamos PMN purificados con Eco, en
presencia o ausencia de Kp, durante 3 horas a 37°C con 5% CO.. En la Figura
6 podemos ver los graficos correspondientes a la formacion de NETs inducidas

por Eco y el efecto que genera la presencia de Kp.
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Figura 6. Kp es capaz de inhibir la formacion de NETs inducidas por Eco. Se incubaron PMN
purificados de sangre periférica con Kp y/o Eco MOI 1 por 3 horas. Se determiné por distintos
parametros la formacion de NETs. (A) Cuantificacion de ADN doble cadena liberado al
sobrenadante. (B) Cuantificacion de la actividad de la proteina mieloperoxidasa (MPO) en los
sobrenadantes. (C) Cuantificacion del area de las NETS, a través del software Fiji. Se considero
NET a las estructuras doble positivas para ADN y elastasa. (D) Imagenes representativas de los
tratamientos realizados, obtenidas por microscopia confocal. Se observa el ADN (rojo) y la
elastasa (verde). Cada punto representa un dador de PMN. Se muestran los resultados como la
media * error estandar. *p<0.05.

Tal como se observa en la liberacién de ADN y la actividad MPO (Figura
6A y 6B) asi como en el area de las NETs determinada a partir de imagenes de
microscopia confocal (Figura 6C e imagenes representativas en la Figura 6D),

Kp es capaz de inhibir también la formacion de NETs inducidas por Eco.

1.2.2. Kp inhibe laformacion de NETs suicidas NOX-independientes
y NETs vitales

Poco después de la primera descripcidon de las NETs y su dependencia
con la formacién de ROS, se reportaron estimulos capaces de inducir la
liberacion de NETs aun cuando la NOX se encontrara inhibida
farmacoldgicamente ©°. En este tipo de NETs suicidas NOX-independientes, al
igual que las NOX-dependientes, la elastasa junto con la MPO cumplen roles
claves en la descondensacion de la cromatina. En este caso, estimulos que
funcionan como iondéforos del calcio son los principales inductores de este tipo
de NETs, asi como también algunos microorganismos 77198, Con el objetivo de
continuar indagando en los posibles mecanismos detras de la inhibicion de la
formacion de NETSs por parte de Kp, nos preguntamos si Kp podria ser capaz de
afectar las NETs inducidas por este tipo de estimulos. Incubamos PMN
purificados con ionomicina (iono) para inducir la formacion de NETs suicidas
NOX-independientes, en presencia o ausencia de Kp. Como podemos ver en la
Figura 7A y 7B, tal como esta reportado, iono induce un aumento
estadisticamente significativo en la liberacién de ADN y MPO. Ademas, podemos
observar que Kp logra reducir significativamente la formacion de NETs inducidas
por iono. En la Figura 7D se muestran imagenes representativas de este
fendmeno y la correspondiente cuantificacion del area de las NETs (Figura 7C).
Efectivamente, Kp es también capaz de inhibir la formacion de NETs NOX-

independientes.
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Figura 7. Kp inhibe la formaciéon de NETs NOX-independientes. Se incubaron PMN purificados
de sangre periférica con Kp y/o lonomicina (iono) 5 uM por 3 horas. Se determiné por distintos
parametros la formacion de NETs. (A) Cuantificacion de ADN doble cadena liberado al
sobrenadante. (B) Cuantificacidn de la actividad de la proteina mieloperoxidasa (MPO) en los
sobrenadantes. (C) Cuantificacion del area de las NETS, a través del software Fiji. Se considero
NET a las estructuras doble positivas para ADN y elastasa. (D) Imagenes representativas de los
tratamientos realizados, obtenidas por microscopia confocal. Se observa el ADN (rojo) y la
elastasa (verde). Cada punto representa un dador de PMN. Se muestran los resultados como la
media % error estandar. *p<0.05.

68



Previo al descubrimiento de las NETs suicidas, el paradigma establecido
de la proteccién mediada por PMN implicaba procesos que requieren la viabilidad
del mismo 8. En esta aparente contradiccion establecida por la existencia de las
NETs suicidas es que se reporto la liberacion de ADN junto con proteinas
granulares (como elastasa y MPO), pero conservandose la viabilidad de los
PMN. Este tipo de NETs fueron denominadas vitales y se diferencian de las
NETs suicidas tanto en los mecanismos involucrados como en los tiempos de
liberacion del ADN. En este caso, la liberacion del ADN ocurre por via vesicular
y puede ser observado a los pocos minutos de incubacién con el estimulo. Se ha
reportado que algunas bacterias, tal como Staphylococcus aureus (Sau), logran
inducir la formacién de NETS vitales luego de 1 hora de incubacion.

A pesar de conocerse poco sobre los mecanismos y sus vias, en
comparacion con las NETSs suicidas, nos preguntamos si Kp podria ser capaz de
inducir estas NETSs vitales a tiempos tempranos, e incluso si podria modular su
formacion inducida por Sau. Para esto, PMN purificados fueron pre-incubados o
no por 1 hora con Kp y luego enfrentados con Sau en una relacion 1:10
(PMN:bacteria) durante 1 hora a 37°C con 5% CO2. Como podemos ver en la
Figura 8A y 8B, Kp tampoco es capaz de inducir la formacion de NETS vitales,
mostrando niveles de ADN y MPO liberados similares a PMN sin estimular
(basal). Al mismo tiempo, tal como esta reportado, Sau, a diferencia de Kp,
induce un aumento estadisticamente significativo en la liberacion de ADN y MPO.
Sorprendentemente, Kp también logra reducir los niveles de ADN y MPO
inducidos por Sau, demostrando su capacidad de inhibir la liberacion de NETs
vitales. Con el objetivo de confirmar este resultado, quisimos visualizar este
fendbmeno mediante microscopia confocal, marcando tanto el ADN como la
Elastasa, que junto con la MPO son componentes claves de las NETs. Como
podemos observar en la cuantificacion del area de las NETs (Figura 8C) a partir
de las imagenes de microscopia confocal (Figura 8D), Kp no es capaz de inducir
la formacion de NETs vitales y logra reducir la liberacion de NETs vitales
inducidas por Sau. Es importante destacar que, para estos experimentos, la pre-
incubacion de los PMN por 1 hora con con Kp favorecio la inhibicion de las NETS,
a pesar de mostrarse una tendencia a disminuirlas si Kp y Sau eran agregadas

al mismo tiempo.

69



>
vy
@

500 , = x E 25, —— 80000
- * *
—_— * c °
=)
o ) — —
400+ | s
= "o? 2.0 £ 60000 o
E © ==
o))
£ 3004 T 2
A (@) 1]
% % => 400001
[
g 200 - 1.0] T
© ©
< g 2 200001 iil
100 = 0.5 < o
7]
<
0 0
AN
Q Q (o@o
Basal Sau+Kp

o . ...
- ..

Figura 8. Kp también inhibe la formacion de NETs vitales. Se incubaron PMN purificados de
sangre periférica con Kp y/o Sau MOI 10 por 180 minutos. Se determiné por distintos pardmetros
la formacion de NETSs. (A) Cuantificacion de ADN doble cadena liberado al sobrenadante. (B)
Cuantificacion de la actividad de la proteina mieloperoxidasa (MPO) en los sobrenadantes. (C)
Cuantificacion del area de las NETSs, a través del software Fiji. Se considerd NET a las estructuras
doble positivas para ADN y elastasa. (D) Imagenes representativas de los tratamientos
realizados, obtenidas por microscopia confocal. Se observa el ADN (rojo) y la elastasa (verde).
Cada punto representa un dador de PMN. Se muestran los resultados como la media + error
estandar. *p<0.05.
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Este conjunto de resultados nos permite afirmar que no so6lo Kp es incapaz
de inducir la formacion de NETs por si misma, sino que ademas afecta la
formacién de NETs inducida por diversos estimulos. Esto se relaciona con el
mayor crecimiento bacteriano extracelular y la incapacidad de los PMN de

contener a Kp, observados en la Figuras 1y 2, respectivamente.

1.3. Determinar la capacidad de componentes séricos de modular la

falta de NETs en presencia de Kp

1.3.1. La presencia de anticuerpos naturales no revierte la falta de
NETs

Teniendo en cuenta la complejidad de la respuesta del sistema inmunitario
para luchar contra los patégenos, es esencial situar a los PMN en un contexto
gue imite mejor un escenario fisiolégico. Tanto en el lecho vascular como en los
tejidos, los PMN se encuentran interactuando con diversas células, asi como
también componentes solubles, como son los anticuerpos, citoquinas, o el
complemento, entre otros, que son capaces de modular la respuesta de los PMN.
Por lo tanto, es importante también analizar la respuesta de los PMN desafiados
con Kp en presencia de componentes claves de la inmunidad innata presentes
en la sangre, dado que en su presencia la falta de NETs que se observa con Kp
podria anularse. En este sentido, los anticuerpos naturales presentes en suero
humano constituyen un factor humoral que favorecen la respuesta inmune. Son
producidos espontaneamente, no son especificos contra algun patdégeno en
particular, pero permiten el reconocimiento de estructuras tipicas de la pared

celular bacteriana y su opsonizacién, potenciando la respuesta inmune innata.

Para indagar el rol de estos anticuerpos naturales durante la respuesta
del PMN frente a Kp, utilizamos un pool de sueros humanos sanos donde
inactivamos por calor las proteinas del complemento (decomplementados) (HS).
Realizamos una pre-incubacion de Kp con HS (Kp-HS) con el objetivo de
opsonizar Kp con los anticuerpos naturales alli presentes y, luego de un lavado,

utilizamos Kp-HS como estimulo.
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En primer lugar, nos preguntamos si la pre-incubacion con un pool de HS
era capaz de opsonizar Kp. Para esto, utilizamos anticuerpos anti-IgG e IgM
humanos, conjugados con FITC, que nos permitieran detectar el porcentaje de
Kp asociadas con anticuerpos naturales (opsonizacién) mediante citometria de
flujo. En la Figura 9 podemos observar los graficos de puntos representativos.
En definitiva, la citometria de flujo confirmd la presencia de anticuerpos naturales
tanto IgM como IgG que son capaces de opsonizar el 17% (Figura 9B, panel

derecho) y el 5% (Figura 9A, panel derecho) de las Kp, respectivamente.
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Figura 9. Dot plots representativos de la opsonizacién de Kp por anticuerpos presentes en suero
humano (HS). Se muestran los valores de Side Scatter (SSC) y la intensidad de fluorescencia
para IgG (A) o IgM (B). En ambos casos, los cuadrantes fueron definidos utilizando el control de
isotipo (panel izquierdo). Los niveles de opsonizacién fueron determinados en el cuadrante Q2
(panel derecho).
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Una de las principales funciones celulares vinculadas con la opsonizacion
es la fagocitosis. Brevemente, la posibilidad de “marcar’ patégenos con
opsoninas, como son los anticuerpos o componentes del complemento, permite
la participacion de otros receptores fagociticos, especificos para la porcion
constante de los anticuerpos o para el complemento. Al confirmar que los
anticuerpos naturales son capaces de opsonizar en cierta medida a Kp, nos
preguntamos si esto podria aumentar la fagocitosis de la bacteria por parte de
los PMN. Para determinar la fagocitosis, utilizamos una cepa de Kp que expresa
GFP. Incubamos PMN humanos purificados con GFP* Kp o GFP* Kp-HS durante
30 minutos en una relacion PMN:bacteria 1:10. Luego, centrifugamos y
resuspendimos el pellet en una solucién de antibiético colistina 50 pg/ml por 30
minutos mas, con el fin de eliminar toda la bacteria extracelular adherida a los
PMN. Si bien este aislado de Kp es resistente a algunos antibiéticos, es sensible
a la colistina, lo que fue chequeado previamente evidenciandose la falta de
crecimiento de Kp con el tratamiento con colsitina en la concentracion y tiempo
usado en estos experimentos. Finalmente, analizamos por citometria el
porcentaje de PMN positivos para GFP, indicador de cuantos PMN fueron
capaces de fagocitar, asi como también la intensidad media de fluorescencia
(IMF) para GFP, como pardmetro de cuanta bacteria fue internalizada por los
PMN. Como podemos ver en la Figura 10, la opsonizacion con anticuerpos
naturales (Kp-HS) aumento tanto el porcentaje de PMN que fagocitaron a la
bacteria, asi como también la cantidad de bacteria internalizada por PMN. Este
resultado nos refleja que, mas all4 de los niveles de opsonizacion de Kp, la
presencia de anticuerpos naturales favorece la internalizacion de Kp por parte
de los PMN.
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Figura 10. La pre-
incubacion con HS
potencia la fagocitosis de
Kp por parte de los PMN.
Se pre-incubé GFP*-Kp
con HS por 30 min (GFP*
Kp-HS) y se estimularon
PMN humanos purificados
durante 30 minutos mas.
Por citometria de flujo se
determino el %
Fagocitosis, a partir de los
PMN positivos para GFP
(A) un numero relativo de
bacteria por PMN, segln
la intensidad media de
fluoresencia (MFI) por
PMN (B). Cada punto
representa un dador de
PMN. Se muestran los
resultados como la media
* error estandar. *p<0.05.

A continuacién, con el fin de seguir indagando el efecto de los anticuerpos

naturales en la respuesta del PMN frente a Kp, nos propusimos determinar la

produccion de ROS para Kp-HS. Si Kp-HS presenta una mayor fagocitosis

podriamos hipotetizar que Kp-HS inducira una mayor producciéon de ROS. Para

evaluar esta funcion, pre-incubamos PMN purificados con la sonda intracelular

DHR, capaz de aumentar su fluorescencia en presencia de ROS. Luego

incubamos los PMN por 30 minutos con Kp o Kp-HS y determinamos el % de

PMN positivos para DHR como paramtetro de produccién de ROS, por citometria

de flujo. Tal como esperabamos, Kp-HS indujo una mayor produccion de ROS

en los PMN (Figura 11).
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Volviendo a la pregunta principal, donde buscamos responder si los PMN
serian capaces de liberar NETs frente al encuentro con Kp gracias a la presencia
de anticuerpos naturales, podemos pensar que un aumento en la fagocitosis y la
produccion de ROS frente a Kp podrian ser suficientes para gatillar la formacién
de NETs. Por lo tanto, bajo las mismas condiciones, evaluamos la formacion de
NETSs utilizando Kp-HS a las 3 horas, a partir de la determinacion de ADN y MPO
liberados.

Sin embargo, como podemos observar en los graficos de la Figura 12,
tanto en la liberacion de ADN como en la actividad MPO, Kp-HS continta siendo
incapaz de inducir NETs per se y ademas mantiene su capacidad inhibitoria
frente a las NETs inducidas por PMA. Sorprendentemente, este resultado nos
refleja que la produccion de ROS no seria suficiente para inducir la formacion de

NETSs, en presencia de Kp.
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Figura 12. La presencia de anticuerpos naturales no modula la falta de NETs. Se incubaron PMN

purificados con los estimulos indicados por 3 horas. Se determind la formacion de NETs a través
de la cuantificacién de ADN doble cadena liberado al sobrenadante (A) y de la actividad de la
proteina mieloperoxidasa (MPO) en los sobrenadantes (B). Cada punto representa un dador de

PMN, se muestran los resultados como la media + error estandar. *p<0.05.

Finalmente, quisimos evaluar si estos cambios en la respuesta del PMN
frente a Kp podrian verse reflejados en la sobrevida de la bacteria. Entendiendo
gue los principales cambios ocurrieron en mecanismos microbicidas
intracelulares, mientras que no observamos diferencias en las NETs y la
liberacion de MPO (mecanismos extracelulares), decidimos evaluar la capacidad
de eliminacién de la bacteria intracelular, luego de 1 hora de incubacién. Para
esto, incubamos PMN purificados con Kp o Kp-HS por 1 hora, eliminamos la
bacteria extracelular y adherida utilizando colistina, y sembramos diluciones
seriadas en placas de TSA. Al dia siguiente, realizamos el recuento de UFC para
determinar la sobrevida intracelular. Como podemos observar en la Figura 13A,
el nimero de UFC recuperado para Kp y Kp-HS fue el mismo, haciéndonos
pensar que la capacidad de eliminacion no se modificé. Sin embargo, debemos
recordar que Kp-HS es mas fagocitada que Kp, por lo que obtener la misma

cantidad de bacteria podria indicarnos, en realidad, que si aumento la capacidad
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de eliminacion intracelular. Bajo esta ldgica, si no hubiese modificaciones en el
killing, deberiamos encontrar mas UFC en el caso de Kp-HS, ya que inicialmente
ingres6 mas bacteria. Este razonamiento, con la consecuente disminucion de
UFC cuando los PMN fueron enfrentados a Kp-HS, se refleja en el grafico de la
Figura 13B, donde fue relativizado el nimero de UFC segun la IMF de GFP, un

parametro que refleja cuanta bacteria ingres6 por PMN.
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Figura 13. La pre-incubacion con HS potencia el killing intracelular frente a Kp. PMN purificados
fueron enfrentados por 1 hora con Kp o Kp pre-incubada con HS (Kp-HS). Se elimind la bacteria
extracelular con antibiético, se plaguearon diluciones seriadas en TSAy las UFC fueron contadas
al dia siguiente. (A) UFC intracelulares totales. (B) UFC intracelulares relativizadas a la IMF de
fagocitosis (ver Figura 10). Cada punto representa un dador diferente de PMN. Se muestran los
resultados como la media + error estandar. *p<0.05.

Como conclusion de esta seccion de resultados, podemos decir que la
presencia de anticuerpos naturales potencia los mecanismos intracelulares de

killing, pero no logran modular la falta de liberacion de NETs en presencia de Kp.
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1.3.2. Las plaguetas se activan frente a Kp, pero son incapaces de
revertir la falta de NETs

Las plaquetas (PLT) constituyen otro componente relevante presente en
la circulacion sanguinea. No sélo son importantes para la coagulacién, sino que
también hay vasta evidencia de su importante rol en el transcurso de la respuesta
inmune 1%, En particular, focalizando en su interacciéon con los PMN, es
necesario recordar que las PLT al activarse son capaces de formar agregados y

potenciar la respuesta microbicida de los PMN 2%,

Con el objetivo de seguir investigando la respuesta del PMN en contextos
mas fisioldgicos, estudiamos el rol de las PLT en la interaccion de los PMN con
Kp. Para esto, purificamos PLT a partir de las mismas muestras de sangre donde
fueron purificados los PMN y realizamos ensayos incubando PLT con Kp, asi
como también co-incubaciones de PMN, PLT y Kp. En primer lugar, quisimos
dilucidar si las PLT eran capaces de interactuar con la bacteria y si la bacteria
seria capaz de activar a las PLT, lo cual constituye uno de los primeros pasos
claves para poder luego potenciar la respuesta del PMN. PLT purificadas fueron
incubadas por 30 minutos con distintas relaciones de Kp y por citometria de flujo
determinamos la union de Kp a las PLT y la activaciéon de las PLT. Para
determinar la unién, marcamos las PLT con CD61 (marcador clasico para
identificar PLT) y utilizamos GFP* Kp, obtenido el porcentaje de union a partir de
la poblacion doble positiva PLT (CD61*) GFP™. Por otro lado, la activacion de las
PLT fue evaluada utilizando un anticuerpo anti p-selectina, una molécula que
aumenta su expresion en membrana cuando las PLT se activan. Determinamos

el porcentaje de p-selectina en las PLT postivias para CD61 (CD61%).

Como podemos observar en la Figura 14A, las PLT son capaces de
unirse a la Kp, donde a partir de la relacién 1:5 PLT:Kp vemos un claro aumento
en el porcentaje de PLT GFP*. Consecuentemente, la expresion de p-selectina
en las PLT aumenta significativamente a partir de la relacion 1:5 PLT:Kp (Figura

14B), indicando que las PLT son capaces de activarse en respuesta a Kp.
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Figura 14. Kp se une y activa a las plaquetas. PLT purificadas fueron incubadas con cantidades
crecientes de Kp, segin PLT:Kp. Se indica la relacién, en modo tabla, de PLT y Kp utilizado en
cada caso. (A) Por citometria de flujo se determin6 el % de uniéon de GFP* Kp a las PLT (%
CD61* GFP*) luego de 30 min de incubacion. (B) Por citometria de flujo se determiné el % de
activacion de las PLT (% CD61* p-selectina*) luego de 30 min de incubacién. Cada punto
representa un dador diferente de PLT. Se muestran los resultados como la media + error
estandar. *p<0.05 vs PLT solas.

Una vez determinado que las PLT pueden activarse frente a Kp, nos
preguntamos si la presencia de PLT activadas podria potenciar las respuestas
microbicidas de los PMN en presencia de Kp. Para esto, pre-incubamos por 30
minutos a las PLT con Kp, con el fin de activar a las PLT, y luego agregamos a

los PMN previamente purificados.

Para este set de experimentos utilizamos una relacion PMN:PLT de 1:50
(PLT 50), que se aproxima a la relacion fisiolégica normal en sangre periférica, y
también decidimos mantener, en principio, la relacion PMN:Kp 1:10 (Kp 10).

Tal como ya fue descripto, determinamos la produccion de ROS por
citometria de flujo y la formacion de NETSs a partir de la mediciéon de ADN y MPO.
Como se observa en la Figura 15, las PLT per se, sin ser previamente activadas,
no logran estimular a los PMN. Sin embargo, las PLT pre-incubadas con Kp
fueron capaces de aumentar el porcentaje de PMN DHR?*, reflejando una

potenciacion en la produccion de ROS (Figura 15A). Sin embargo, bajo las
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mismas relaciones PMN:Kp y PMN:PLT, las PLT no fueron capaces de revertir
la falta de NETs en presencia de Kp, como se observa en los niveles de ADN
liberados y la actividad MPO (Figura 15C y 15D). Este resultado refuerza la idea
de que la produccion de ROS no seria suficiente para revertir el bloqueo en la

induccion de NETs mediado por Kp.
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Figura 15. Las PLT en presencia de Kp potencian el ROS, pero no logran inducir la formacion
de NETs. PMN purificados fueron pre-incubados con DHR y luego 30 minutos con Kp, PLT o
ambos (PLT + Kp). (A) Se determino el porcentaje de PMN positivos para DHR. (B) Histogramas
representativos para cada una de las condiciones. Se incubaron PMN purificados de sangre
periférica con los mismos estimulos, por 3 horas. Se determiné la formacién de NETs a través
de la cuantificaciéon de ADN doble cadena (C) y la cuantificacién de la actividad de la proteina
mieloperoxidasa (MPO) en los sobrenadantes (D). Cada punto representa un dador de PMN, se
muestran los resultados como la media + error estandar. *p<0.05.

De todos modos, es necesario hacer una salvedad: se encuentra
reportado que es necesaria la activacion de las PLT para potenciar la respuesta
de los PMN, pero, en nuestro sistema, pudimos determinar activacion de las PLT
a partir de la relacion 1:5 PLT:Kp. Al realizar los primeros ensayos de formacion
de NETSs, establecimos una relacion fisiolégica 1:50 PMN:PLT y mantuvimos la
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relacion 1:10 PMN:Kp. De esta manera, por 1 neutréfilo tendriamos 50 PLT y 10
Kp, pero esto implica una relacion PLT:Kp de 5:1, que no conduce a la activacion
de las PLT. Con el objetivo de mantener la relacion entre PLT y Kp tal que
estemos seguros de la activacion plaquetaria, decidimos repetir los ensayos de
formacion de NETs respetando la relacibn de PLT y Kp, a pesar de que
represente una relacion PMN: Kp completamente por fuera de los rangos
utilizados. Por lo tanto, la relacion para este ensayo fue 1:50:250 siendo
PMN:PLT:Kp (PLT 50 + Kp 250). Como podemos ver en la Figura 16, aun una
relacion 1:250 PMN:Kp (Kp 250) no mostré un aumento estadisticamente
significativo en la formacion de NETs. Mas aun, en presencia de PLT 50 y Kp
250, luego de la pre-incubacion de Kp con las PLT para garantizar la activaciéon
de las mismas, tampoco se indujo la formacion de NETs por parte de los PMN.
En definitiva, podemos confirmar que las PLT, a pesar de activarse y potenciar
la produccién de ROS, no son capaces de revertir la falta de NETs en presencia
de Kp.
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Figura 16. Las PLT no revierten la falta de NETs aun en condiciones 6ptimas de activacion. PLT
purificadas fueron pre incubadas con Kp en una relacion 1 PLT: 5 Kp por 30 minutos. Se
incubaron PMN purificados de los mismos dadores que las PLT con los estimulos indicados por
3 horas. Se determiné la formacion de NETSs a través de la cuantificaciéon de ADN doble cadena
(A) y la cuantificacion de la actividad de la proteina mieloperoxidasa (MPO) en los sobrenadantes
(B). Cada punto representa un dador de PMN, se muestran los resultados como la media + error
estandar. *p<0.05.
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1.3.3. Kp no induce la formacion de NETs en sangre entera

Finalmente, para comprender si las respuestas observadas tanto en
presencia de anticuerpos naturales como de PLT se potenciarian en un contexto
fisiologico mas complejo aun, decidimos evaluar la produccion de ROS y la
formacion de NETSs frente a Kp directamente en sangre entera. En este caso,
cabe aclarar que no sélo los PMN junto con anticuerpos naturales y PLT estaran
presentes, sino también todas las poblaciones celulares de sangre periférica.
Para ello, contamos los PMN presentes en sangre para incubar con Kp
respetando la relacion 1:10 PMN:Kp (Kp) e incubamos los tiempos indicados
para determinar la produccion de ROS (pre-incubacion con DHR y citometria de
flujo) y la medicién sélo de ADN como parametro de formacion de NETs, dado
gue otras peroxidasas presentes en el plasma interfieren en la determinacion de
la actividad MPO. Para tener un parametro de repuesta efectiva de los PMN en
sangre entera, utilizamos nuevamente a Eco. Como podemos ver en los gréaficos
de la Figura 17, Eco aumenta significativamente la produccion de ROS vy la
liberacion de ADN. Sin embargo, tal como observamos en presencia de
anticuerpos naturales y PLT, en presencia de Kp hay un aumento en la
produccion de ROS por parte de los PMN en sangre entera, pero no es posible

revertir la falta de NETSs.

Estos experimentos, en su conjunto, refuerzan los resultados obtenidos
sobre el impacto de Kp sobre la formacion de NETs en PMN purificados. Ningun
componente presente en sangre entera, modelando el microambiente donde
naturalmente los PMN responden, fue capaz de revertir la falta de NETs en

presencia de Kp, a pesar de potenciarse otras respuestas efectoras del PMN.
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=y sangre entera. Se contaron los PMN en sangre
. entera y se tomo un volumen correspondiente, se pre-
incubé con DHR y luego 30 minutos con Kp o Eco en
2001 relacion PMN:bacteria 1:10. Se determiné el
¥ porcentaje de PMN positivos para DHR (A), segun la
1504 region que se representa en el grafico de puntos en
— (B) También se muestran los histogramas
: representativos para cada una de las condiciones.
1001 o [o%o0 Ademas, se incubé un volumen de sangre entera con
Kp o Eco en relacién PMN:bacteria 1:10 por 3 horas.
Se determiné la formacién de NETs a través de la
cuantificacion de ADN doble cadena liberado al
sobrenadante (C) Cada punto representa un dador de
PMN, se muestran los resultados como la media +
error estandar. *p<0.05.
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1.4. Dilucidar el impacto de Kp sobre los pasos necesarios para la
formacion de NETs

1.4.1. Kp inhibe la formacién de NETs aun en presencia de ROS

Nuestro grupo se encuentra estudiando la respuesta del PMN frente a Kp
hace algunos afios y hemos reportado que Kp no sélo es una pobre inductora de
la produccién de ROS, sino que también es capaz de inhibir la produccion de
ROS gracias a un componente de pared °. Tal como se menciond, la formacion
de NETs NOX-dependientes requiere de la produccion de ROS como un primer
paso fundamental y necesario para dar lugar finalmente a la liberacion de NETSs.
En este sentido, es plausible pensar que Kp esté afectando la formacion de NETs
al disminuir la produccion de ROS. Por lo tanto, méas all4 de los indicios que
observamos en presencia de anticuerpos naturales y PLT, nos propusimos
abordar directamente la pregunta estudiando los casos donde observamos
inhibicion de las NETs NOX-dependientes. Entonces, pre-incubamos PMN
purificados durante 15 minutos con la sonda DHR y luego otros 30 minutos a

37°C con 5% COz2 junto con PMA o Eco (en una relacion PMN:bacteria 1:1), en
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presencia o ausencia de Kp (en una relacion PMN:bacteria 1:10). Por citometria
de flujo determinamos el % PMN DHR*, como parametro del nimero de PMN

productores de ROS.
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Como podemos ver en la Figura 18, Kp induce una leve produccion de
ROS con respecto a un basal, mientras que Eco y PMA son fuertes inductores.
A su vez, la presencia de Kp en ninguno de los casos redujo la produccion de
ROS inducida por Eco y PMA. Mas aun, se observa una leve tendencia hacia el
aumento en la produccion de ROS cuando Kp esta presente junto a Eco o PMA.

Esto nos permite confirmar que Kp es capaz de inhibir la formacién de NETs aun
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en presencia de una fuerte produccion de ROS, lo cual sugiere que su efecto
inhibitorio deberia encontrarse rio debajo de este fenémeno, es decir en un punto
posterior a la generacién de ROS.

1.4.2. La elastasa no es capaz de migrar desde los granulos

azurofilos hacia el nucleo

La elastasa del neutrofilo (NE, por sus siglas en inglés), junto con las
proteinas presentes en los granulos azurdfilos de los PMN, cumplen un rol
fundamental para las funciones microbicidas. No so6lo se movilizan hacia los
fagosomas para mediar la muerte intracelular, sino que también se movilizan
hacia la membrana plasmatica (durante la degranulacion) y son importantes
mediadores de la formacion de NETs, dando lugar a la muerte extracelular de
los patdgenos. En este sentido, fue reportado que, durante el proceso de
formacién de NETs inducidas por PMA, en un paso posterior a la produccion de
ROS, la elastasa debe migrar desde los granulos azuroéfilos hacia el nacleo. Alli
permite la descondensacion del ADN que luego da lugar a la ruptura de la
membrana plasmaética y la posterior liberacion de la NET ©3. Entonces, nos
preguntamos si Kp podria tener un impacto en la llegada de la elastasa hacia el

nucleo.

Siguiendo la temporalidad reportada en el trabajo donde se describen
estos pasos necesarios para la formacion de NETs 63, incubamos por 60 minutos
a los PMN purificados con Kp, en presencia de PMA o Eco como inductores de
NETs y determinamos la presencia de elastasa en el nlcleo por microscopia
confocal. A diferencia del protocolo utlizado para cuantificar NETs por
microscopia, se realiz0 una marcacion intracelular, con los mismos reactivos,
para lograr observar si la elastasa se encontraba en el citoplasma o en el nucleo.
Se cuantific6 el numero de PMN con elastasa en el nucleo, el nimero de PMN

totales y se calcul6 el porcentaje de PMN con elastasa nuclear.
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Figura 19. Imagenes representativas de la migracion de elastasa al nicleo para los distintos
estimulos. PMN purificados fueron colocados suavemente sobre un vidrio dentro de una placa
de 24 wells. Se incubd 60 minutos con los estimulos indicados, se fijaron las células y se
marcaron para ADN (rojo) y elastasa (verde). Se tomaron 10 campos por condicién en 1000x y
se muestra una célula representativa del fenomeno (5000x).

En la Figura 19 se muestran las fotos representativas de cada condicion
y en la Figura 20 la cuantificacion correspondiente. Podemos ver que la
incubacion con Kp no induce un aumento en el porcentaje de PMN con elastasa
nuclear (sin diferencias vs el basal), en linea con la falta de NETs, mientras que
con PMA o Eco hay un aumento estadisticamente significativo en el porcentaje
de PMN con elastasa nuclear. Sorprendentemente, la presencia de Kp logré
disminuir significativamente el porcentaje de PMN con elastasa nuclear tanto

para PMA como para Eco.

100, Figura 20. Kp afecta la migracion de
elastasa al nucleo. A partir de las
imagenes obtenidas por microscopia
confocal (representativas en la Figura
7% — 18), se cuantificé el nimero de PMN con
elastasa en el ndcleo por condicion.
También se determindé el numero total
de PMN por foto y se calcul6 el
porcentaje de PMN con elastasa

>0 nuclear. Cada punto representa un
dador de PMN. Se muestran los
resultados como la media * error
25. estandar. *p<0.05
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Sin embargo, es importante considerar que estos resultados también
podrian explicarse si Kp presenta un efecto directo sobre la actividad de la
elastasa, ya que en el trabajo de Metzler et al. se reportd que su actividad era
necesaria para la llegada al nucleo desde los granulos azurofilos. Para descartar
esta hipoétesis, decidimos incubar sobrenadantes de PMN lisados, como fuente

de elastasa, con distintas cantidades de Kp, para luego evaluar la actividad
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elastasa utilizando un sustrato especifico. Tal como puede observarse en la

Figura 21, en ninguno de los casos Kp afecto la actividad elastasa.

0.20

Figura 21. Kp no modifica la actividad
de elastasa. Lisados de PMN fueron
utilizados como fuente de elastasa
(NE). Se incubd NE con cantidades
crecientes de Kp durante 1 hora y se
determiné la actividad elastasa en los
sobrenadantes utilizando un kit
comercial. Cada punto representa un
dador distinto de PMN a partir del cual
se obtuvo el lisado. Se muestran los
resultados como la media + error
estandar. *p<0.05
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Estos resultados sugieren que la inhibicién de la formacién de NETs en
presencia de Kp podria asociarse a un defecto en la migracion de la elastasa al
nacleo, independientemente de la produccion de ROS.

En resumen, los resultados de este capitulo evidencian que los PMN son
incapaces de contener a Kp extracelularmente, probablemente debido a la falta
de induccion de NETs. Mas aun, Kp inhibié las NETs inducidas por distintos
estimulos positivos como PMA, Eco, lono y Sau. La falta/inhibicion de la
formacién de NETs por parte de Kp continud en presencia de PLT y anticuerpos
naturales, contextos donde se observé un aumento en la fagocitosis y/o en la
produccion de ROS. En este sentido, la capacidad de Kp de inhibir la formacion
de NETSs inducidas por varios estimulos nos lleva a pensar en un blanco celular
comun a las vias involucradas en todos estos estimulos inductores de la
formacién de NETs. En el caso de las NETs suicidas NOX dependientes, este
blanco aun no identificado se debe encontrar rio abajo de la produccion de ROS
y afecta la llegada de la elastasa al nucleo, impidiendo asi la descondensacion

del ADN y la consecuente liberacion de las NETS.
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CAPITULO 2 - Estudio del impacto de Kp sobre la movilizacion

de los granulos azurofilos

2.1. Kp afecta la movilizacion de la elastasa hacia los fagosomas que

contienen la bacteria

Hasta este punto hemos estudiado la respuesta microbicida extracelular
del PMN frente a Kp, haciendo foco en la formacion de NETs como principal
mecanismo bactericida. De manera interesante, este recorrido nos llevé a
postular un defecto en la movilizaciébn de la elastasa desde los granulos
azurdfilos hacia el nucleo, el cual es un paso fundamental y necesario para la

formacién de NETSs.

La elastasa es una proteina clave en la fisiologia del PMN, cumpliendo
roles relevantes tanto en la respuesta microbicida intracelular como extracelular.
En este sentido, el hallazgo de un defecto en la movilizacion de elastasa hacia
el nucleo nos llevo a pensar en el conjunto de las funciones que cumple en la

respuesta del PMN.

Frente al encuentro con un patdégeno de vida extracelular que es
fagocitado, la fusion de granulos azurdfilos del PMN con el fagosoma, con la
consecuente liberacion de su contenido, es uno de los principales mecanismos
de muerte intracelular. En este sentido, es esperable que el patdégeno se
encuentre co-localizando con las proteinas que contienen estos granulos, como
por ejemplo la elastasa. Por lo tanto, para seguir comprendiendo el rol de los
granulos azurdfilos en la respuesta frente a Kp, nos preguntamos si la elastasa
se encontraria en los fagosomas que contienen a Kp. Para responder esta
pregunta utilizamos la cepa de Kp que expresa GFP, ya que nos permite
identificar por microscopia confocal la localizacion intracelular de la bacteria.
Nuevamente utilizamos a GFP* Eco, para comparar qué ocurre con la elastasa
intracelular en la respuesta frente a una bacteria que es eficazmente eliminada.
Entonces, incubamos GFP* Eco o GFP* Kp con PMN purificados por 45 minutos,
fijamos las células, permeabilizamos y marcamos la elastasa intracelular con un
anticuerpo especifico. Luego, por microscopia confocal, determinamos cuantas

bacterias co-localizaban intracelularmente con la elastasa, con respecto al total
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de bacterias internalizadas por los PMN. En la Figura 22A podemos observar
las imagenes representativas, mientras que en la Figura 22B la cuantificacion

correspondiente.

Sorprendentemente, mientras que Eco presenta un alto porcentaje de co-
localizacion intracelular con la elastasa, acorde con la eliminacion de esta
bacteria, Kp casi no co-localiza con la elastasa intracelularmente. Mas aun, al
realizar una co-infeccion de los PMN con Kp y so6lo Eco expresando GFP,
pudimos observar que disminuye el porcentaje de co-localizacién de la elastasa
con Eco. Esto refuerza el impacto de Kp sobre la movilizacién de los granulos
azurdfilos, y por ende de la elastasa, hacia los fagosomas que contienen

bacteria.

A

ADN/GFP ADN/Elastasa Merge

GFP*
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Figura 22. Kp no co-localiza con la elastasa dentro de los PMN. Contintia en la proxima pagina.
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Figura 22. Kp no co-localiza con la elastasa dentro de los PMN. PMN purificados fueron
colocados suavemente sobre un vidrio dentro de una placa de 24 wells. Se incub6 45 minutos
con GFP* Kp, GFP* Eco o GFP* Eco + Kp los estimulos indicados, se fijaron las células y se
marcaron para ADN (azul) y elastasa (rojo). En verde se observan las bacterias GFP*. (A)
Imagenes representativas de la localizacion de elastasa intracelular en presencia de bacteria
fagocitada (3000x). (B) Cuantificacion del nimero de bacterias intracelulares co-localizando con
elastasa, a partir de las imagenes obtenidas por microscopia confocal. Cada punto representa
un dador distinto de PMN. Se muestran los resultados como la media + error estandar. *p<0.05.

La movilizacién de la elastasa hacia los fagosomas, sumado a la MPO y
la presencia de ROS, deberia implicar la posterior muerte del patégeno. Por lo
tanto, a partir de la disminucion encontrada en el porcentaje de co-localizacion
de Eco GFP* con elastasa, en presencia de Kp, nos preguntamos si podria haber
un aumento en la sobrevida intracelular de Eco. Para poner a prueba esta
hipotesis, incubamos PMN purificados con Eco GFP* en presencia o ausencia
de Kp. Luego de 1 hora, eliminamos la bacteria extracelular utilizando antibiotico
gentamicina (para el cual Eco es sensible), lisamos los PMN y sembramos en
placas con TSA. Al dia siguiente, visualizando las placas con luz UV, pudimos
cuantificar diferencialmente las colonias GFP*, correspondientes sdlo a Eco (ver

esquema en la Figura 23A). En el grafico de la Figura 23B podemos observar
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que, en presencia de Kp, aumento significativamente el numero de UFC de Eco
GFP*, confirmando que la disminucién de elastasa en los fagosomas que
contienen a Eco se correlaciona con un aumento en la sobrevida intracelular de

la bacteria.
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Estos resultados, en su conjunto, nos relevan que Kp genera un impacto
sobre la movilizacién intracelular de la elastasa que incluso opera en casos de
co-infecciéon con una bacteria inductora de la respuesta microbicida, como es

Eco.
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2.2. Kp afecta la movilizaciéon de los granulos azuréfilos hacia la

membrana plasmaética

La tercera funcion relevante que cumplen los granulos azuréfilos en la
fisiologia del PMN es su fusion con la membrana plasmatica y consecuente
liberacién de su contenido al medio extracelular, en un proceso denominado
degranulacion, donde es capaz de mediar la muerte extracelular de los
patogenos. En este proceso, también aumenta la expresidon en membrana
plasmatica de proteinas presentes en la membrana de los granulos azurdfilos,

como es CD63.

Con el objetivo de estudiar la degranulacion de los azuréfilos en respuesta
a Kp, decidimos evaluar la expresion en membrana de CD63, un marcador
especifico de los granulos azurdfilos. Para esto, PMN purificados fueron
incubados por 2 horas con Kp o Eco. Luego, con anticuerpos especificos
marcamos CD63 y evaluamos su expresion en la membrana plasmatica por
citometria de flujo. En la Figura 24 podemos observar el porcentaje de PMN
positivos para CD63 y el histograma representativo. Tal como esperabamos, en
linea con la falta de liberacion de MPO, medido cada vez en los sobrenadantes
cuando los PMN se incuban con Kp (Ver Figuras 3, 6, 7, 8), los PMN incubados
con Kp presentan en su membrana plasmatica un porcentaje de expresion de
CD63 similar a PMN sin estimular (basal). Por el contrario, Eco aumenta

significativamente el porcentaje de PMN positivos para CD63 en su superficie.
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Figura 24. Kp no induce la degranulacién de los granulos azurdfilos. PMN purificados fueron
incubados por 2 horas con Kp o Eco. Se marcaron las células y se evalué el porcentaje (%) de
PMN positivos para CD63 por citometria de flujo (A), donde cada punto es un dador de PMN
distinto. (B) Histogramas representativos para cada una de las condiciones. Se muestran los
resultados como la media + error estandar. *p<0.05 vs Basal.

El conjunto de estos resultados nos indica que, en presencia de Kp, en los
PMN se encuentran afectadas las tres funciones mediadas por la elastasa y la
MPO, presentes en los granulos azurofilos. Observamos que la elastasa no
localiza intracelularmente con Kp para mediar su muerte extracelular, ni migra
hacia el nicleo para dar lugar a la formacién de NETSs, asi como tampoco ocurre

la fusion de los granulos azuréfilos con la membrana plasmatica.
2.3. Kp interfiere con la polimerizacion de actina

El citoesqueleto es la red que gobierna los movimientos intracelulares, asi
como también los cambios de morfologia de la célula, permitiendo las diversas
funciones que una célula realiza. Con respecto a los PMN, hay funciones que
facilmente pueden asociarse a un citoesqueleto activo, como son la quimiotaxis

y la fagocitosis 291292, Por otro lado, viejos reportes indican la necesidad del
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citoesqueleto para dar lugar a la producciéon de ROS 51293, Ademas del rol de la
actina en la movilizacién de la elastasa hacia el nlacleo para dar lugar a la
formacién de NETSs, recientemente se ha reportado que la formacién de NETs
requiere reordenamientos del citoesqueleto, involucrando la polimerizacion de
actina ¢, siendo que en presencia de distintos inhibidores del citoesqueleto se

afectan las NETs inducidas por PMA.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos, los antecedentes que
vinculan el citoesqueleto con las respuestas del PMN y la existencia de diversos
mecanismos de evasion de patdgenos que tienen como target el citoesqueleto
8283 quisimos indagar si Kp podria impactar en la dinAmica del citoesqueleto,
como posible mecanismo responsable de los defectos en la movilizacion de la

elastasa y/o los granulos azurdfilos que la contienen.

Para abordar esta pregunta, empezamos analizando qué ocurre con la
polimerizacion de actina en los PMN a lo largo del tiempo al enfrentarse con Kp
o Eco, nuevamente como referencia de una respuesta eficaz. Ademas,
decidimos utilizar también al fMLP como estimulo positivo, ya que esta bien
descripto su impacto en el citoesqueleto. Incubamos PMN purificados de sangre
periférica de dadores sanos con Kp, Eco o fMLP por distintos tiempos. Fijamos,
permeabilizamos y utilizamos faloidina-TRITC, capaz de unirse a los extremos
de actina polimerizada, para determinar la polimerizacion de actina en el tiempo

por citometria de flujo.

En la Figura 25 se muestra la cinética de polimerizacién de actina para
PMN sin estimular (basal), con Kp o Eco (Figura 25A), por un lado, y con fMLP
(Figura 25B), por el otro. Es interesante destacar que fMLP induce una rapida
polimerizacion de actina, a los 10 segundos, y luego decae, tal como se
encuentra descripto 7. En presencia de Eco también se observa un aumento en
la polimerizacién de actina, pero recién a los 90 minutos de incubacion (razén
por la cual se muestran en graficos distintos, por el eje del tiempo).
Sorprendentemente, Kp mostré niveles de actina similares al basal a lo largo del

tiempo.
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Figura 25. Cinética de polimerizacion de actina para los distintos estimulos. PMN purificados
fueron incubados por los tiempos indicados con los estimulos correspondientes. A cada tiempo,
las células fueron fijadas y marcadas intracelularmente con faloidina. Por citometria de flujo se
determiné la intensidad media de fluoresencia de faliodina como parametro de polimerizacién de
actina. (A) Polimerizacién de actina (IMF de faloidina) a lo largo de 120 minutos para Eco (rosa),
Kp (verde) y PMN sin estimular (gris). (B) Polimerizaciéon de actina (IMF de faloidina) para fmip
(negro) y PMN sin estimular o basal (gris) a distintos tiempos dentro de los 120 segundos (s) post
estimulo. Se muestra la media + error estandar, con n = 5. *p<0.05
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Antes de pasar al proximo conjunto de experimentos, es importante
comentar un aspecto que hemos concluido a lo largo de estos afios de trabajo
con Kp. Sabemos que los PMN son atraidos por Kp, son capaces de fagocitarla
y activarse, pero luego las respuestas microbicidas mediadas por los granulos
azurofilos se encuentran inhibidas, asi como también la liberacion de NETs. Esto
evidencia un efecto temporal en la dinAmica de la inhibicién funcional de Kp
sobre los PMN, donde las respuestas rapidas estan menos afectadas que las
respuestas tardias. Asi, nosotros creemos que, para lograr establecer ese
estado de inhibicibn en los PMN, se requiere de un tiempo necesario de
interaccion, donde Kp pone en marcha los factores que median la evasion de las
respuestas tardias del PMN. Esta aclaracion se ve enmarcada en base a los
experimentos que siguen, donde se requirid de una pre-incubacion de los PMN
con Kp para obtener resultados significativos. Entonces, para evaluar la
inhibicion de la polimerizacion de actina por en presencia de Kp, luego de pre-
incubar los PMN con Kp por 90 minutos, estimulamos con fMLP por 10 segundos
0 con Eco por 120 minutos mas (donde se vio el maximo de polimerizacion de
actina). En los gréficos de la Figura 26 se muestran los resultados obtenidos,
donde cada punto pareado representa un mismo dador de PMN.
Sorprendentemente, tanto cuando el estimulo fue Eco (Figura 26A) o fMLP
(Figura 26B), observamos una disminucion significativa de la polimerizacion de

actina, en los PMN pre-incubados con Kp.

A B
@ 1000 . .
—_— © . [ S 1

£ g o
(3] 120 ‘.G ‘\‘ 04
<7z 800 8 < 5 5001 2
'g % § 0 -g .E ‘\‘ 5 5

— ] [&]
53 600 * g 400 *
- — © O = »
50 92
ﬁ W :"‘? . 3004
= 400 10! ' 10t 10 10* .N L 0’ 1 w0 10° 0
o= Faloidina-TRITC 5= 200 Falodina-TRITC
g =~ = Isotipo E - = Isotipo
b = Basal - = Basal
g 200 - EEO 2 100 - fl;ﬂpLP

Eco+Kp ==fMLP+Kp
0 S 0 . 3
& RO @\S &
& &
R

97



Figura 26. Kp disminuye la polimerizacién de actina inducida por Eco o fMLP. PMN purificados
fueron pre-incubados por 90 minutos con Kp y enfrentados 120 minutos a Eco (A) o 10 segundos
a fMLP 1.107 M (B). Se determiné la intensidad media de fluoresencia (IMF) de faloidina,
representando la polimerizacion de actina, por citometria de flujo. En ambos casos, se muestran
los resultados en un gréafico pareado, junto con un histograma representativo a la derecha. Cada
punto representa un dador distinto de PMN. *p<0.05

Una de las desventajas del trabajo con bacterias provenientes de aislados
clinicos es la especificidad de los resultados obtenidos: como cada aislado suele
tener su evolucion particular, puede ser dificil generalizar las observaciones.
Dado que previamente pudimos analizar la inhibicion de la formacion de NETs
en diversos aislados o cepas, con el objetivo de dilucidar si el fendmeno era algo
compartido por alguna de las caracteristicas agrupadas de las cepas o algo
presente en todas ellas, nos propusimos continuar indagando en los
mecanismos detras de esta estrategia de evasion. Al igual que para Kp,
realizamos una pre-incubacion de los PMN con cada uno de los aislados y
evaluamos la polimerizaciébn de actina inducida por Eco o fMLP, mediante
citometria de flujo. En los gréficos de la Figura 27 se puede observar el
porcentaje de inhibicion de la polimerizacion de actina para cada aislado. Con
excepcion del aislado A (ST498), todos los aislados de Klebsiella pneumoniae
fueron capaces de inhibir la polimerizaciéon de actina inducida por Eco (Figura
27A). Con respecto a la polimerizacion de actina inducida por fMLP (Figura
27B), todos los aislados menos A y D (ST307) la redujeron. Estos resultados

estan resumidos en la Tabla de la Figura 27C.
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Figura 27. Distintas cepas de Klebsiella pneumoniae afectan la polimerizacién de actina. PMN
purificados fueron pre-incubados por 90 minutos con cada aislado en particular y luego
enfrentados 120 minutos a Eco (A) o 10 segundos a fMLP 1.107 M (B). Para cada aislado se
muestra el porcentaje (%) de inhibicion. Se determiné la intensidad media de fluoresencia (IMF)

de faloidina por citometria de flujo. Se calculé el porcentaje de inhibicién de la polimerizacion de
Aislado + Eco/fMLP

Eco/fMLP solo
PMN. C. En la tabla se resumen los resultados obtenidos para cada aislado, recordando el ST.
Se muestran los resultados como la media * error estandar. *p<0.05 vs PMN tratados s6lo con
Eco o fMLP.

actina segun: % inhibicién = (1 - ) X 100. Cada punto representa un dador de
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Con el objetivo de confirmar nuestro resultado del impacto de Kp en la
polimerizacién de actina, decidimos estudiar qué ocurria con funciones del PMN
directamente relacionadas con el citoesqueleto, luego de los 90 minutos de pre-
incubacion con Kp. Si efectivamente Kp disminuye la polimerizacion de actina
inducida por fMLP y estas funciones dependen directamente de la actina, Kp

deberia ser capaz de inhibir dichas funciones.

Una de las funciones clasicas del PMN relacionada con el citoesqueleto
es la quimiotaxis. Sabemos que, frente a la apariciéon de un foco infeccioso,
distintos factores son liberados, tanto del huésped como del patégeno, que
atraen a los PMN al sitio de infeccién. Este proceso implica una polarizacion del
citoesqueleto para dar lugar a la movilizacion del PMN siguiendo el gradiente del
guimioatractante. Entonces, para evaluar el impacto de Kp sobre la quimiotaxis
del PMN, utilizamos una camara de Boyden. La misma cuenta con un
compartimento inferior, donde se coloca el quimioatractante, y uno superior,
donde se agregan las células, separados por una membrana porosa que permite
el paso de las células solo si son atraidas (esquema en Figura 28A). Primero,
realizamos una pre-incubacién por 90 minutos de los PMN con Kp. Luego,
colocamos RPMI (Basal) o fMLP, un quimioatractante bacteriano, en el
compartimento inferior y los PMN, sin estimular o pre-incubados con Kp, en el
compartimento superior. Se incubd la cAmara de Boyden durante 30 minutos a
37°C, la membrana fue retirada delicadamente y fue tefiida para visualizar las
células. Utilizando un microscopio 6ptico se determin6 el nimero de PMN que
atravesaron la membrana, es decir que migraron hacia el quimioatractante.
Como se puede observar en el grafico de la Figura 28B, el nimero de PMN
migrados disminuy6 significativamente cuando éstos fueron pre-incubados con
Kp, conforme a la inhibicion de la polimerizacion de actina previamente

mostrada.
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Figura 28. La pre-incubacién con Kp reduce la quimiotaxis hacia fMLP. PMN purificados fueron
pre-incubados 0 no con Kp por 90 minutos. (A) Esquema de una camara de Boyden, donde se
colocé RPMI o fMLP como quimioatractante en la camara inferior. Separados por una membrana,
se colocaron los PMN en la camara superior. (B) Recuento del nimero de PMN migrados, donde
cada punto es un dador diferente de PMN. Se muestran los resultados como la media * error
estandar. *p<0.05.

Otra de las funciones del PMN que ha sido relacionada con el
citoesqueleto es la produccion de ROS. Frente a un estimulo activador ocurre el
ensamblado del complejo proteico NADPH oxidasa sobre la membrana del
fagosoma, el cual cuenta con cinco sub-unidades. Algunas de ellas se
encuentran en el citoplasma, mientras que otras ya estan presentes en la
membrana del PMN y el correcto funcionamiento del citoesqueleto es necesario
para dar lugar al ensamblado de la NADPH oxidasa. Siguiendo el mismo
esquema experimental, PMN purificados fueron pre-incubados o no con Kp por
90 minutos, luego se agregd la sonda DHR y finalmente fMLP. De haber
produccion de ROS, la oxidacién del DHR genera un aumento de fluorescencia
capaz de ser determinado por citometria de flujo. Como podemos observar en la
Figura 29, la pre-incubacion con Kp disminuyé la produccién de ROS inducida
por fMLP en todos los casos.
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100, ' * = Figura 29. La pre-incubacion con Kp
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por fMLP. PMN purificados fueron pre-
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DHR y 30 con fMLP 1.10 " M. Se
determind el porcentaje de PMN
positivos para DHR como parametro
de produccién de ROS. Los resultados
se muestran de manera pareada,
donde cada punto es un dador distinto
de PMN. *p<0.05.
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El conjunto de estos resultados nos indica que Kp, luego de interactuar
con los PMN un tiempo adecuado, es capaz de interferir con la polimerizacién de
actina inducida por estimulos positivos. A su vez, este impacto sobre la dinamica
del citoesqueleto fue evidenciado a partir del estudio de funciones relacionadas
con la polimerizacion de actina, donde Kp disminuye la quimiotaxis y la

produccion de ROS, luego de una pre-incubacién con los PMN.

2.4. Kp no es eliminada intracelularmente y persiste dentro de los
PMN

Existen diversos patdgenos con la capacidad de sobrevivir dentro de
células relacionadas con la respuesta inmune. Tipicamente fue asociado a
microorganismos de vida estrictamente intracelular, pero con el correr de los
afos se describié la capacidad de persistir intracelularmente por parte de
algunas bacterias de vida extracelular. Para lograr esto, fueron descriptos
distintos mecanismos que involucran alteraciones del transito intracelular o bien
escape del patdégeno al citoplasma. Considerando una respuesta inmune celular
convencional, los patdgenos, una vez fagocitados, atraviesan un recorrido

intracelular que involucra distintos cambios en la composicién del fagosoma, los
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cuales terminan desencadenando la muerte del patégeno. Este proceso, o
maduracién de los fagosomas, ocurre gracias a la fusion de diversas vesiculas
o granulos al mismo fagosoma, representando los lisosomas la organela més
conocida con un potencial microbicida, debido a su rico contenido en proteinas
microbicidas. Sin embargo, para el caso de los PMN se postula que no poseen
lisosomas como tales, pero que los granulos primarios o azurofilos cumplirian
dicha funcién en estas células. De esta manera, el potencial microbicida de los
fagosomas en los PMN estaria directamente relacionado con la fusién de los
granulos azurdfilos. En este sentido, la falta de elastasa en los fagosomas
conteniendo a Kp (ver Figura 22) nos llevo a preguntarnos qué podria estar
ocurriendo dentro del PMN vy, en particular, si Kp podria persistir dentro de los

PMN, dada la falta de elastasa co-localizando intracelularmente.

Para comenzar a abordar esta pregunta, y en busqueda de visualizar qué
podria estar pasando con Kp que ha sido fagocitada, obtuvimos imagenes de la
interaccion PMN con Kp por Microscopia de Transmision Electronica (TEM, por
sus siglas en inglés). El grupo previamente utilizé este abordaje para confirmar
la fagocitosis de la bacteria, luego de incubar los PMN con Kp por 1 hora 2%, En
este caso, con el fin de evaluar qué ocurre a lo largo del tiempo, obtuvimos las

imagenes por TEM luego de incubar los PMN con Kp por 3 horas.

En la Figura 30 podemos ver algunas imagenes representativas de lo que
ocurre con Kp dentro de los PMN luego de 3 horas de incubacién. Nuevamente,
para tener una referencia de como se observaria una eficiente respuesta anti-
bacteriana de los PMN, también incubamos a los PMN con Eco, en las mismas
condiciones que Kp. Sorprendentemente, podemos observar a Kp casi intacta
dentro de los fagosomas (puntas de flecha blancas), mientras que los PMN
convservan sus granulos y no presentan estructuras aberrantes, en comparacion
con un PMN basal. Mas aun, podemos ver que algunas Kp podrian estar incluso
dividiéndose (ver asteriscos negros). Por el contrario, el escenario que se
observa en presencia de Eco es completamente distinto: no se encuentra
ninguna bacteria que conserve su estructura (puntas de flecha negras), los
fagosomas que contienen a Eco poseen material electrodenso y los PMN

presentan una gran cantidad de vacuolas o fagosomas vacios. Cabe destacar
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que, luego de 3 horas de incubacion, la viabilidad de los PMN incubados con Kp
es comparable con la de PMN sin estimular (basal), mientras que en presencia
de Eco aumenta la muerte de los PMN de manera significativa (% de PMN
positivos para ioduro de propidio (media * error estandar): Basal = 11,42 + 3,16;
Kp=12,58 + 2,21; Eco = 52,53 £ 2,95).

o 0\ |

Figura 30. Kp persiste dentro de los PMN luego de 3 horas. PMN purificados se incubaron con
Kp (primera fila), Eco (segunda fila) o se dejaron sin estimular (basal) durante 3 horas. Las células
fueron fijadas, procesadas y se tomaron fotografias mediante TEM. Se muestran imagenes
representativas de bacterias intactas dentro de PMN (puntas de flecha blancas), bacterias
parcialmente destruidas (puntas de flecha negras) y eventos de divisién celular (asterisco negro).
La escala (um) se indica en la esquina inferior izquierda de cada imagen.

La sorpresa que nos generd la observacion de Kp dentro de los PMN
luego de 3 horas de incubacién nos llevd a continuar indagando qué ocurre en
el tiempo y, de esa manera, repetir el experimento para observar la interacciéon
PMN-Kp luego de 5 horas de incubacién. A este tiempo de incubacién decidimos
no realizar la comparacién con Eco, dado que la muerte de los PMN enfrentados
a Eco, para esos tiempos, es casi del 100%. En la Figura 31 se presentan las
imagenes representativas de los PMN incubados con Kp por 5 horas. Al igual
que a las 3 horas, podemos observar bacteria dentro del PMN que aln conserva
su estructura, asi como también PMN que conservan sus granulos y no

presentan estructuras aberrantes.
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Figura 31. Kp persiste dentr.o de los PMN mgo de 5 horas. PMN purificados se incubaron con
Kp 1 hora, se eliminé la bacteria extracelular y se incubé por 4 horas mas. Las células fueron
fijadas, procesadas y se tomaron fotografias mediante TEM. Se muestran imagenes
representativas de bacterias bien conservadas dentro de los PMN. La escala (um) se indica en
la esquina inferior izquierda de cada imagen.

A pesar de que las imagenes de TEM son Utiles para observar qué esta
ocurriendo con el PMN y Kp en el tiempo, permitiendo un mayor entendimiento
de la situacion, es fundamental investigar si la bacteria efectivamente esta viva,
para poder confirmar si logra persistir dentro del PMN. Para esto, repetimos las
mismas condiciones que en el experimento de TEM: incubamos PMN purificados
con Kp por 1 hora, luego eliminamos la bacteria extracelular utilizando antibiético
y dejamos en cultivo a los PMN sélo con la bacteria intracelular por 2 horas y 4
horas mas. Finalmente, lisamos las células con agua para liberar las bacterias
intracelulares, hicimos diluciones seriadas y sembramos en placas de TSA para
cuantificar las UFC intracelulares luego de 3 horas y 5 horas post infeccién con
Kp. Realizamos el mismo protocolo también con Eco, dado que nos parecia
importante confirmar que, en esas condiciones, los PMN son capaces de eliminar
a una bacteria no evasora. En el gréafico de la Figura 32 podemos observar el
recuento de las UFC intracelulares. En linea con lo reportado a través de las
imagenes de TEM, a las 3 horas hay un recuento significativamente mayor de
Kp, con respecto a Eco. M&s aun, a las 5 horas encontramos una tendencia hacia

el aumento en Kp, mientras que el numero de UFC de Eco siguié disminuyendo.
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Figura 32. PMN humanos purificados
fueron incubaron con Kp o Eco por 1
hora y, mediante un tratamiento

80 000 antibidtico, se eliminaron las bacterias
extracelulares. Los PMN con bacterias
60 000 intracelulares se siguieron incubando
durante 2 0 4 horas mas. Se lisaron las
o células, se realizaron diluciones
40 000" seriadas y se s_embré en pla_cgs de
© TSA. Al dia siguiente se cuantificaron
las UFC y se representan Kp y Eco
20 000- luego de 3_ horas_,(liso) o 5 horas
- (rayado) de incubacion. Cada punto es
- un dador diferente de PMN. Se
5 000 muestran los resultados como la media

* error estandar. *p<0.05.

2 500

Kp 3h Kp5h Eco 3hEco 5h

En su conjunto, los resultados obtenidos a través de las imagenes de TEM
y el recuento de UFC demostrando la viabilidad de la bacteria evidencian que Kp

es capaz de persistir hasta al menos 5 horas dentro de los PMN humanos.

Los resultados de este segundo capitulo ponen de manifiesto que Kp
interfiere en las distintas funciones microbicidas de los granulos azurdfilos. En
este sentido, también observamos un impacto en la polimerizacion de actina y
funciones relacionadas con el citoesqueleto, dando indicios de un posible
mecanismo involucrado. Finalmente, y en linea con estos resultados,
evidenciamos que Kp, una bacteria tipicamente extracelular, logra persistir

dentro de los PMN humanos hasta 5 horas, evadiendo su muerte intracelular.

Teniendo en cuenta los hallazgos descritpos en los capitulos 1y 2,
podemos concluir que Kp es capaz de evadir la respuesta microbicida de los
PMN. En resumen, frente al encuentro con los PMN, Kp inhibe la migracion de
elastasa al nucleo y asi la consecuente formacion de NETSs, aun en presencia de
ROS. Ademas, impide la degranulacion de los granulos azuroéfilos. Esto se
condice con la incapacidad de los PMN para contener a Kp extracelularmente.
Por otro lado, intracelularmente Kp no co-localiza con la elastasa, posiblemente
porque inhibe la polimerizacion de actina, resultando en una persistencia dentro
de los PMN.
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DISCUSION

Junto con el desarrollo del primer antibiético, se describié también la
existencia de bacterias con genes capaces de brindar resistencia a su accion. A
partir de ese momento comenzd un recorrido en el cual distintos antimicrobianos
fueron desarrollados a lo largo de los afios. Sin embargo, frente a cada nuevo
farmaco aprobado, diversos genes que confieren resistencia a los mismos fueron
reportados 2%. En el 2008 nacié el acronimo “ESKAPE”, como referencia a los
seis patdgenos causantes de la mayoria de las infecciones en los hospitales de
EEUU y que efectivamente escapaban a los efectos de los antimicrobianos,
siendo Klebsiella pneumoniae uno de los patégenos con mayor incidencia dentro
del grupo 296207 Actualmente, es indudable el impacto de las bacterias
multirresistentes en la salud puablica: el numero de muertes directamente
atribuidas a infecciones con microorganismos multirresistentes ha aumentado a
mas de 1.2 millones en los ultimos afios. Los ultimos reportes enfatizan que, de
no lograr medidas efectivas para controlar esta problematica, el nimero de
muertes anuales asociadas a bacterias multirresistentes aumentara a 10
millones para 2050 4°. En este contexto, el desarrollo de nuevos antibiéticos,
junto con la combinacion de los existentes, constituye la alternativa terapéutica
actual. Sin embargo, la evolucion bacteriana no cesa, y la aparicion de
resistencia a los antimicrobianos es inevitable, lo que demuestra que se necesita
desarrollar terapias alternativas e innovadoras con urgencia 2%, Asi, se vuelve
relevante la utilizacion de nuevos abordajes, como puede ser la intervencion
sobre células inmunes para favorecer su accion microbicida. Y para ello es
imperioso conocer en detalle los mecanismos de evasion que presentan estos

patdgenos y su relacion con el sistema inmune.

Klebsiella pneumoniae es uno de los patdogenos mas relevantes en el
contexto de la multirresistencia. En particular, fue determinado que la
emergencia y amplia distribucion mundial de las bacterias productoras de
carbapenemasas, lo cual confiere resistencia a una de las ultimas opciones
terapéuticas, ocurrié gracias a la exitosa diseminacion del clon ST258 de
Klebsiella pneumoniae 299210, Este clon llegé a ser causante de hasta el 68% de

los brotes observados a nivel mundial, desde su primer aislamiento en el afio
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2001 29, En la Argentina, Kp (Klebsiella pneumoniae ST258 KPC*) es endémica

y su primer aislamiento fue reportado en el afio 2006 151211,

Kp es principalmente un patégeno nosocomial, capaz de infectar
pacientes inmunocomprometidos. El uso de materiales como catéteres o
ventiladores, sumado a una mala higiene hospitalaria, el deficiente control
epidemioldgico y el mal uso de los antibiéticos, son algunas de las causas que
dan lugar a estas infecciones en el ambiente intra-hospitalario 148212, Como
consecuencia, hay un aumento en el tiempo de estadia hospitalaria, la ocurrencia
de tratamientos fallidos y, finalmente, mayores costos de internacion y altas tasas
de mortalidad 23217, La capacidad de adaptacién que presenta Klebsiella
pneumoniae es realmente destacable. A lo largo de los afios, desde el desarrollo
del primer antibidtico, la presencia de diversos mecanismos que le permiten
enfrentar la presion de los farmacos antimicrobianos es una evidencia de su
capacidad de adaptacion. En este contexto, sumado a la problemética que
representa la aparicion de cepas multirresistentes, Klebsiella pneumoniae
también ha adquirido herramientas para evadir la respuesta inmune 155218 por
lo tanto, el estudio de la interaccidn entre el sistema inmune del huésped y las
bacterias multirresistentes de relevancia clinica podria revelar puntos clave para
la eliminacion de las mismas y, eventualmente, conducir al desarrollo de terapias
dirigidas al huésped, con el fin potenciar sus funciones bactericidas, y asi

resolver la infeccion 219,

Debemos destacar, a fin de comprender la magnitud del problema que
representan estas bacterias multirresistentes y evasoras, que a pesar de poder
agrupar cada aislado dentro de un grupo clonal o ST, también existe variabilidad
dentro de cada ST de Klebsiella pneumoniae. De esta manera, podemos
encontrar aislados de bacterias con fenotipo distinto, como ser mucoso y
presentar una gruesa capsula, lo cual se asocia a evasion de la fagocitosis,
aunque también hay otros aislados con baja presencia de capsula, que no
evaden la fagocitosis. Ademas, cada aislado puede presentar distintos
mecanismos de resistencia antimicrobiana. Aun asi, todos estos aislados pueden
terminar siendo agrupados dentro del mismo ST 229221, Debemos, entonces,

considerar que cada aislado tendra ciertas caracteristicas generales, por las
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cuales pertenece a un ST, pero también tendra sus particularidades, gracias a la
gran variabilidad que puede originarse por el ambiente en el que se encuentre
esa bacteria. En definitiva, por la rapida evolucion y adaptacion a ambientes que
los rodean, es fundamental estudiar los aislados clinicos locales tanto a nivel
epidemiolégico como en su interaccion con el sistema inmune: no seré igual un
aislado de Klebsiella pneumoniae del ST258 en Europa, con respecto a un
aislado de Latinoamérica. En particular, fue descripto que Klebsiella pneumoniae
es una especie altamente variable con respecto a la respuesta inmune que
induce. En este sentido, se observd que dentro del ST258 existen cepas que

generan respuestas inmunes distintas, en un modelo murino 164,

Por lo tanto, teniendo en cuenta la gran relevancia clinica que tiene Kp
en Argentina y en el mundo, junto con la importancia de analizar y comprender
el impacto de los aislamientos clinicos locales sobre la respuesta inmune, en
este trabajo se profundiz6 en los mecanismos que permiten a Kp sobrevivir frente

al encuentro con los PMN, célula fundamental de la respuesta inmune innata.

Previamente, nuestro grupo caracterizé la respuesta temprana del PMN
frente a Kp, haciendo foco en el reconocimiento de la bacteria y la produccion de
ROS. En este trabajo de tesis, nos propusimos profundizar y extender los
conocimientos de la respuesta de los PMN frente a Kp, con el fin de comprender
qué estrategias podria estar empleando este patdgeno para evadir la respuesta
microbicida de los PMN.

En el Esquema 7, al final de esta seccion, se presenta un modelo que
incluye los resultados obtenidos asi como algunos aspectos que seran
abordados a lo largo de la discusion. Se muestran los estimulos positivos
utilizados junto con algunas vias intracelulares involucradas. Ademas, se
incluyen los hipotéticos blancos propuestos a través de los cuales Kp podria

mediar los efectos observados sobre los PMN.

Un primer punto clave que nos permite pensar en la existencia de
mecanismos de evasion de la respuesta inmune es la capacidad del
microorganismo de sobrevivir frente al ataque del sistema inmune. En este

sentido, nuestros resultados determinaron que los PMN humanos fueron
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incapaces de contener a Kp en el tiempo, observandose un gran crecimiento
extracelular de la bacteria (Figura 1). El recuento de UFC luego de 3 horas de
incubacion de PMN con Kp nos permitié confirmar que la bacteria es capaz de
sobrevivir al encuentro con los PMN (Figura 2). Laincapacidad de los PMN para
contener a Kp, entonces, fue el puntapié para indagar un posible efecto evasor

de la bacteria sobre los mecanismos microbicidas que posee el PMN.

Dentro de la respuesta del PMN, la formaciéon de NETSs, junto con la
degranulacién, constituyen los principales mecanismos microbicidas
extracelulares. Considerando la co-evolucion de la respuesta inmune con los
patdégenos, con la consecuente descripcion de los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune, no es una sorpresa que, desde la primera descripcion de
estas redes extracelulares, capaces tanto de contener como eliminar
microorganismos, hayan surgido trabajos que describen diversas estrategias de
evasion que impiden la liberaciéon de las NETSs, o bien las degradan 83, Estos
antecedentes, junto con la gran proliferacion extracelular de Kp observada en
presencia de los PMN, nos llevaron a focalizarnos en el estudio de la formacién
de NETSs en presencia de Kp. No sélo encontramos que Kp es incapaz de inducir
la formacion de NETs en PMN humanos, sino que también fue capaz de inhibir
la liberacion de NETs inducida por estimulos positivos de distinta naturaleza
(Figuras 3, 6, 7 y 8). La utilizacion de distintos tipos de estimulos positivos, los
cuales inducen la formacién de NETs a través de distintas vias, permite
hipotetizar sobre posibles vias intracelulares involucradas. Dado que Kp inhibio
la liberacién de NETs con todos los estimulos utilizados, una primera explicacion
sencilla es que la bacteria tenga como blanco algin componente intracelular que
sea comun a las distintas vias de induccién, en lugar de suponer un mecanismo

en particular para cada via.

Todavia queda mucho por dilucidar con respecto a los componentes y
vias involucradas en la formacién de NETs °2. No obstante, existe acuerdo en
algunos pasos o0 acontecimientos claves, asi como componentes y vias
involucradas, segun el estimulo inductor de las NETs. En los afios posteriores a
la primera caracterizacion de la formacion de NETS, fue reportada la necesidad
de la producciéon de ROS en la formacion de NETs 6!, dando lugar a lo que
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definimos como NETs NOX-dependientes. En este sentido, nuestro grupo ha
reportado previamente que Kp es una pobre inductora de la produccion de ROS
y, mas aun, es capaz de inhibir la produccion de ROS gracias a un componente
de su pared °. A pesar de no brindar una explicacion al impacto de Kp sobre la
formacion de NETs independientes de la produccion de ROS (denominadas
NOX-independientes), es logico pensar que Kp podria estar afectando la
formacién de NETs NOX-dependientes a partir de la falta de produccion de ROS
Sin embargo, hemos demostrado que Kp sigue siendo capaz de inhibir la
formacion de NETs, aunque haya produccion de ROS, como observamos en
presencia de PMA, Eco, plaquetas y anticuerpos naturales (Figuras 11, 12, 15,
16 y 18), lo cual evidencia que el impacto de Kp sobre la produccion de ROS y
la formacidon de NETs son eventos independientes. En este sentido, es
interesante la observacion de que Kp debe presentar mas de una estrategia de
evasion de la respuesta del PMN. Por un lado, mediante un componente de
pared, afecta la produccién de ROS, lo cual indefectiblemente tendra otras
consecuencias en la respuesta del PMN, como puede ser la falta de induccién
de NETs NOX-dependientes. Sin embargo, evidenciamos que existe otra
estrategia capaz de inhibir activamente la formacién de NETs inducidas por
diversos estimulos. Ademas, esta estrategia de evasion también tendra su
impacto en otras funciones del PMN, como son las funciones relacionadas a los
granulos azurofilos, que se discutiran mas adelante. Recordando, entonces, que
las NETs inducidas por ionomicina y algunos otros microorganismos no
requieren de la enzima NOX y su consecuente produccion de ROS 6961222 |3
inhibicion de las NETs aun en presencia de ROS refuerza la hipétesis de que Kp
debe estar impactando sobre algiin componente comudn a las distintas vias de

induccioén de la formacién de NETSs.

Afos después, luego de conocerse el rol de la produccién de ROS, fue
reportada la migracion de elastasa al ndcleo como otro evento crucial en la
formacion de NETs suicidas NOX dependientes, inducidas por PMA 83, También
se ha descripto la presencia de elastasa en el nacleo durante la formacion de
NETs que no requieren de la NOX, es decir NOX-independientes 7. El
mecanismo propuesto por Metzler et al sugiere que la produccion de ROS induce

la migracién de elastasa desde los granulos azuréfilos hacia el nucleo, ayudado
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por la actina, donde media la descondensacion de la cromatina. En este sentido,
nos propusimos estudiar el impacto de Kp sobre la migracién de elastasa al
nucleo inducida por PMA o Eco. Sorprendentemente, descubrimos que Kp logra
inhibir la migracion de elastasa al ndcleo inducida tanto por PMA como Eco, a
pesar de los altos niveles de ROS encontrados. Al impedir la migraciéon de
elastasa al nucleo, no se observa la descondensacion de la cromatina (Figuras
19y 20) y por lo tanto no hay liberacion de NETs. Este resultado nos sugiere que
el impacto de Kp sobre la formacion de NETs deberia estar ocurriendo sobre
algun componente o via involucrada posterior a la produccién de ROS, pero
anterior a la llegada de la elastasa al nucleo. Esta hipotesis es acompafiada por
las conclusiones presentadas en el trabajo de Neubert et al, donde se estudio el
estado de la cromatina y parametros biofisicos durante la formacion de NETSs.
Alli reportan que la llegada de la elastasa al nicleo es un punto de quiebre, dado
gue la fuerza de la descondensacion de la cromatina hace irreversible la ruptura
de la membrana nuclear y plasmatica, con la consecuente liberacion de NETs 4.
Por lo tanto, proponen que toda modulacién de la formaciéon de NETs debe
ocurrir previo a este acontecimiento, lo cual va en linea con los resultados

obtenidos en este trabajo.

Durante la activacion del sistema inmune, los distintos componentes de la
inmunidad innata y adaptativa, tanto humorales como celulares, interactiian
entre si moldeando el curso de la respuesta inmune %19, Entendiendo las
limitaciones que puede tener el estudio de células inmunes aisladas in vitro,
creemos que este abordaje experimental es Gtil para comprender mecanismos
basicos. Aun asi, con el objetivo de aproximarnos hacia un contexto mas
parecido a un escenario “real” de encuentro entre Kp y los PMN, también
incorporamos en nuestro sistema otros componentes relevantes de la

inmunidad.

Es conocido el rol de los anticuerpos, capaces de opsonizar a los
patogenos y potenciar la respuesta inmune. Ademas, hace algunos afos ha
crecido el interés en desarrollar vacunas contra las infecciones mediadas por los
patdbgenos multirresistentes 223. En este sentido, el estudio de la respuesta

inmune en presencia de anticuerpos especificos contra la bacteria nos permite
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evaluar el impacto que tendria la vacunacién en la respuesta inmune. Por otro
lado, es necesario recordar que, en condiciones homeostaticas, existe también
produccion de anticuerpos por parte de linfocitos B1 y marginales del bazo,
llamados anticuerpos naturales. Estos anticuerpos se producen
espontdneamente, suelen reconocer estructuras polisacaridas repetitivas y no
son especificos contra un patdgeno en particular, sino que reconocen estructuras
compartidas por patégenos 224, Pensando en un contexto fisioldgico, el abordaje
utilizado aqui, obteniendo anticuerpos naturales a partir de sueros de dadores
sanos, nos podria situar en el escenario de una primo infeccién. Por esta razén,
un primer paso importante fue la confirmacion de que los anticuerpos naturales
presentes en suero de dadores sanos (HS) son capaces de opsonizar a Kp
(Figura 9). De manera interesante, en linea con el rol de los anticuerpos en la
respuesta inmune, pudimos ver que la pre-incubacion de Kp con el suero
humano conteniendo los anticuerpos naturales (Kp-HS) potencio la fagocitosis,
la produccion de ROS y, consecuentemente, el killing intracelular de Kp (Figuras
10, 11 y 13). Sin embargo, la potenciacion de estas respuestas del PMN no fue
capaz de revertir la falta de NETs en presencia de Kp (Figura 12). Estos
resultados acompafan los resultados previos del grupo donde vimos que Kp
afectaba la produccion de ROS gracias a un componente de pared °,
entendiendo que la presencia de anticuerpos naturales que reconocen
componentes de pared de Kp revirtio la falta de ROS. A su vez, refuerza la
hipétesis ya planteada de que Kp presenta, al menos, dos mecanismos de
evasion independientes, dado que el incremento de ROS no es suficiente para
revertir la falta de NETs. En el contexto de la produccion de vacunas frente a
este patdégeno desafiante ?2°, estos resultados sugieren que la presencia de
anticuerpos que opsonicen a Kp podian ser capaces de potenciar la muerte
intracelular de Kp. Sin embargo, dado que no observamos una modulacién en la
formacion de NETs, podemos pensar que Kp aun podria ser capaz de
diseminarse. En este sentido, estos resultados también podrian dar pie a una
posible explicacién de la falta de éxito de las vacunas desarrolladas hasta hoy.
De todos modos, al pensar el efecto de las vacunas a partir de nuestros
resultados, con el fin de llegar a conclusiones mas certeras, es necesario

remarcar que deberian incorporarse ensayos utilizando anticuerpos especificos
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contra la bacteria, que probablemente seran de isotipo IgG y generaran un mayor

nivel de opsonizacion.

Por otro lado, las plaquetas (PLT) constituyen otro componente importante
de la respuesta inmune innata, encontrdndose en circulacién junto con los PMN.
Ademas, se encuentra bien establecido que las PLT activadas son capaces de
potenciar las respuestas microbicidas del PMN, como la formacion de NETs
226,227 Al analizar la interaccion entre Kp y las PLT, observamos que las PLT
unen a Kp y se activan, evidenciado por un aumento en p-selectina (Figura 14).
En este sentido, la presencia de PLT fue capaz de aumentar la produccion de
ROS frente a Kp, confirmando que las PLT activadas modulan la respuesta del
PMN. Sin embargo, la presencia de PLT no fue capaz de revertir la falta de NETs
en presencia de Kp (Figura 15). De todos modos, las condiciones evaluadas
tenian una limitacién: en esas relaciones de PLT y Kp, no observamos un
aumento de p-selectina. De manera interesante, incluso manteniendo la relacién
PLT-Kp en la cual se observdO un aumento significativo en p-selectina, y
representando una relacion PMN-Kp un orden de magnitud mayor a la utilizada
durante todo el trabajo (siempre es PMN:Kp 1:10, aqui es 1:250), las PLT fueron
incapaces de revertir la falta de NETs en presencia de Kp (Figura 16). Este
resultado refuerza que los efectos observados se deben a un mecanismo de
inhibicion activo por parte de la bacteria y no se explican por la falta de estimulo
bacteriano. M4s aun, tal como hemos observado en uno de nuestros trabajos
publicados 2%, la inhibicién de la formaciéon de NETs por parte de Kp inclusive
aumenta a mayores relaciones PMN:Kp. Como confirmacion de los resultados
obtenidos con anticuerpos naturales y PLT, observamos que incubando sangre
entera junto con Kp habia un aumento en la produccién de ROS por parte de los
PMN, pero no se observo liberacién de NETs (Figura 17). Una vez mas, estos
resultados permiten restringir el mecanismo a través del cual Kp inhibe la
formacion de NETs a procesos o vias intracelulares posteriores a la produccion
de ROS. Efectivamente, el impacto de Kp sobre la respuesta del PMN no es un
evento que solo se observa de manera aislada, sino que aun en presencia de
componentes inmunes relevantes sigue presente, evidenciando un efecto activo

y dirigido sobre el PMN.

114



En general, los mecanismos empleados por patégenos que logran evadir
las NETs involucran efectos directos o indirectos sobre la produccién de ROS o
bien la neutralizacién o degradaciéon de las NETs liberadas 83. Por resultados
previos que fueron incluidos en el articulo publicado, junto con resultados de este
trabajo de tesis, sabemos que la inhibicion de la formacién de NETs mediada por
Kp no involucra a factores solubles liberados al medio extracelular 2%4. La
reduccion de la formacion de NETs en presencia de Kp sumado al estado de la
cromatina no descondensada en los PMN, refuerza la idea de que Kp tiene un
impacto sobre algun punto del mecanismo de induccion de NETS, y no se trataria

de mecanismos que neutralizan o degradan NETSs liberadas.

No existen muchos reportes de patdbgenos modulando vias intracelulares
del PMN con un efecto sobre la formacién de NETSs, pero algunos patdgenos
tienen como target a los granulos azurofilos, los cuales contienen elastasa y
MPO, actores claves en las NETs. En particular, se ha reportado que bacterias
del género Yersinia, a través de un sistema de secrecion tipo 3 (T3SS) y las
proteinas efectoras YopE y YopH, afectan a la GTPasa Rac2 y la liberacién de
Ca?* respectivamente, lo cual inhibe tanto la producciéon de ROS como la
degranulacion de los granulos azurdfilos 9296.99.100  M3s alin, se han descripto
cepas de Klebsiella pneumoniae ST258 no inductoras de la movilizaciéon de Ca?*
165 En linea con estos resultados, también se ha observado que PMN murinos
knock-out para Rac2 son incapaces de movilizar los granulos azurofilos y liberar
NETs 3%686° En nuestros experimentos, hemos observado que es necesaria la
viabilidad de Kp, ya que Kp fijada es incapaz de inhibir la formacion de NETs
(Figura 5). A su vez, sabemos que Kp es fagocitada ° y que sus componentes
de pared no median la inhibicion de las NETs, ya que un extracto de Kp
enriquecido en componentes de pared indujo la formacién de NETs 204,
Podriamos pensar, entonces, que en nuestro sistema Kp se encuentre
modulando algan componente intracelular una vez dentro del PMN, tal como lo
hace Yersinia. Dados los antecedentes, podriamos plantear a Rac2 como un
posible target ya que cumple una funcion clave tanto en la degranulacién sélo de
los granulos azuréfilos y en la formacion de NETs . Sin embargo, no podemos
dejar de lado que Rac2 también cumple un papel relevante en la produccion de

ROS, siendo una de las sub-unidades de la NOX, y se descononce el mecanismo
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a través del cual modula las NETs. Por lo tanto, la falta de NETs en contextos
donde se afecta Rac2 podria ser sélo por su rol en la produccién de ROS. Aln
queda mucho por dilucidar con respecto a los mecanismos moleculares
involucrados en la formacién de NETS, por lo que son necesarios trabajos que
aborden esta tematica y nos permitan comprender mejor este complejo proceso.
De todos modos, el estudio del efecto de Kp sobre otras funciones del PMN que
puedan estar relacionadas con la formacion de NETs, como puede ser la
movilizacion de los granulos azurdfilos, nos puede dar una vision general de la
interaccion de Kp con los PMN. De esta manera, podriamos proponer nuevas
hipotesis sobre los mecanismos y posibles targets, asi como también descartar

hipotesis ya planteadas.

Siempre sospechamos que Kp tenia un impacto sobre la degranulacion
de los granulos azurdfilos, dado que en todos los experimentos realizados
evaluando la formacion de NETs encontramos disminuida la liberacion de MPO.
Confirmamos esta sospecha a partir del andlisis de la expresién de CD63 en los
PMN, un fiel marcador de la degranulacion de los azuréfilos (Figura 24), lo cual
evidencia que Kp afecta particularmente la degranulacion de granulos azurdfilos
204 Otra funcion relevante de los granulos azurdfilos es la fusion con los
fagosomas, donde la liberaciéon de proteinas como la elastasa y péptidos
antimicrobianos dan lugar a la muerte intracelular independiente del oxigeno,
sumado al rol de la MPO que potencia el efecto de los radicales libres del oxigeno
al originar especies aun mas toxicas. Sorprendentemente, Kp dentro de los PMN
no co-localiza con la elastasa, contrariamente a lo observado con Eco (Figura
23). Ademas, la presencia de Kp fue capaz de disminuir la co-localizacion
intracelular de la elastasa con Eco. Este resultado evidencia un impacto también
sobre la fusién de los granulos azurdfilos con los fagosomas, demostrando que
Kp es capaz de afectar las diversas funciones de los granulos azurofilos. Este
efecto de Kp sobre la dindmica de los granulos azurdfilos, ademas de la
modulacién de la formacién de NETs, nos permite proponer otros targets
(ademas de Rac2) que cumplan un rol en la fisiologia de los granulos azurdfilos.
En este sentido, con el conjunto de estos resultados, Rab27a, una GTPasa
fuertemente vinculada a la degranulacién de los granulos azuréfilos 4% asi como

JFC1 o Munc13-4, dos proteinas adaptadoras especificas de Rab27 42, podrian
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ser los blancos de la accidén de Kp. Sin embargo, adn se desconocen patdgenos
gue tengan estas moléculas como target, asi como su rol particular durante la
formacion de NETs. Ademas, todavia no esta claro si Rab27a participa en la
fusion de los granulos azurdfilos con los fagosomas, por lo que seria necesario

tener mas informacion para postularlo como un buen blanco de Kp.

A pesar de conocer el efecto de Kp sobre la produccién de ROS en los
PMN, observando también que luego de 1 hora Kp era capaz de evitar la muerte
mediada por los PMN °, no sabiamos en aquel momento si Kp podia afectar otros
fenomenos intracelulares del PMN. En este sentido, nuestros resultados
demostrando la falta de llegada de la elastasa hacia los fagosomas que
contienen a Kp acompafia los resultados previos: Kp no es eliminada a tiempos
tempranos dado que afecta los dos mecanismos principales de muerte
intracelular, la produccion de ROS vy la llegada al fagosoma de proteinas con
funcion microbicida. Mas alla de lo que ocurre intracelularmente con Kp, es
llamativa la observacion de que la presencia de Kp reduce la co-localizacion
intracelular de la elastasa con Eco, una bacteria eficientemente eliminada
(Figura 23). Ademas, la presencia de Kp también favorecio la supervivencia
intracelular de Eco (Figura 22), probablemente gracias al efecto de Kp sobre la
llegada de la elastasa a los fagosomas que contienen a Eco. Sumado a la
inhibicion de la formacion de NETs en presencia de Kp, lo cual puede favorecer
la diseminacién bacteriana, estos resultados nos llevan a pensar en contextos
preocupantes en la clinica. Cabe destacar que las infecciones polimicrobianas
son comunes, asi como los informes de infecciones por Kp junto con otros
patdbgenos 197228229 De esta manera, los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune empleados por Kp podrian también favorecer el curso de
infecciones mediadas por otros patégenos. En particular, durante la pandemia
de COVID-19, se detectaron altas tasas de co-infeccion bacteriana en pacientes
con SARS-CoV-2, siendo Kp una de las bacterias mas comunes identificadas, lo
cual ademas se asocié con un aumento en el riesgo de enfermedad severa 239231,
Este antecedente, mas alla del rol que pueda cumplir Kp en las co-infecciones
con virus, nos demuestra la prevalencia que tiene ésta bacteria multirresistente
en los centros de salud a nivel mundial. En este sentido, es una clara evidencia

de que la lucha contra los patégenos multirresistentes requiere de varios
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abordajes. Sumado al estudio de los mecanismos de evasién, la interaccion con
el sistema inmune y la produccion de farmacos o vacunas, la higiene de los
hospitales junto con los estudios epidemiol6gicos que permiten entender su
incidencia y persistencia en las distintas comunidades son también un aspecto

fundamental.

El estudio de las distintas funciones mediadas por los componentes
presentes en los granulos azurdfilos, mas alla de la formacion de NETSs, podria
ayudarnos a plantear nuevas hipétesis del mecanismo involucrado. Con la idea
de poner a prueba una hipotesis simple, donde el impacto de Kp sobre las
funciones del PMN se pueda explicar por la accién sobre un tnico componente,
el citoesqueleto surgié como un buen candidato. En este sentido, el citoesqueleto
gobierna los movimientos intracelulares, siendo evidente su rol en la movilizacion
de los granulos del PMN. Ademas, se ha demostrado la necesidad de un
citoesqueleto activo para la formacién de NETs 8467, Existen diversos reportes
de patégenos capaces de afectar el citoesqueleto 8283 por lo que es légico
plantearlo como un posible target de Kp. En linea con esta hipotesis, nuestros
resultados indican que Kp es capaz de inhibir la polimerizacion de actina en PMN
humanos, inducida tanto por fMLP como por Eco (Figuras 25y 26), sugiriendo
un impacto de Kp en la actividad del citoesqueleto. Es importante volver a
remarcar que en estos experimentos fue necesaria una pre-incubaciéon de los
PMN con Kp por 90 minutos. Debemos recordar que las respuestas tempranas
frente a Kp, las cuales también estan relacionadas con el citoesqueleto, como
son la quimiotaxis, la degranulacién de las vesiculas secretorias, los granulos
secundarios Y terciarios, junto con la fagocitosis, no se encuentran afectadas.
Ademas, ningun componente de pared ni factor soluble median la inhibicion de
las NETs por parte de Kp 2%, mientras que si es necesaria su viabilidad. Por lo
tanto, podemos pensar que el efecto inhibitorio de Kp comenzaria recién una vez
fagocitada. De esta manera, la temporalidad del proceso podria explicar por qué
Kp afecta Unicamente a los granulos azuréfilos. Bajo esta logica, a pesar de que
el citoesqueleto sea relevante para todas las funciones nombradas, sélo se veran
afectados los procesos del PMN que ocurren mas tardiamente, luego de que Kp
haya sido fagocitada. Esta idea se refuerza con los experimentos que

demuestran que Kp si inhibe algunas funciones relacionadas con el
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citoesqueleto, pero soélo luego de la pre-incubacion (Figuras 28 y 29).
Acompafiando esta hipotesis, es interesante remarcar que, asi como para otros
patdégenos, se ha reportado que cepas de Klebsiella pneumoniae pertenecientes
al ST258 poseen genes que codifican para un sistema de secrecion tipo 6 (T6SS)
232233 En este sentido, a través de un T6SS Kp podria inyectar factores
mediadores de los efectos inhibitorios del citoesqueleto luego de transcurrido un
tiempo de ser fagocitada, tiempo necesario para la produccién y ensamble del

sistema de secrecion.

Para poner a prueba algunas hipétesis seria necesaria la utilizacion de
herramientas que no pudieron ser abordadas durante el trabajo de tesis. Por un
lado, la construccion de cepas de Kp mutantes para genes relevantes, como
podrian ser del T6SS y putativas proteinas efectoras, asi como genes
relacionados con la capsula, podrian dar pistas del mecanismo involucrado, al
observar si hay reversion en la inhibicion de NETs. Al mismo tiempo, pensando
en posibles targets puntuales, podria evaluarse el rol de GTPasas del PMN al
ver su estado de activacion, unién a GTP o GDP, mediante columnas °. Ademas,
con las tecnologias actuales y su aplicacion en las lineas de investigacion, una
transcriptomica de algunas condiciones evaluadas en el trabajo, como PMN en
presencia de Kp, Eco, o sin estimular, donde se evallUe la expresion de distintos
genes en los PMN, podria ser una guia en el posible mecanismo intracelular
afectado. Hemos intentado el abordaje de estos experimentos, asi como
alternativas a ellos, pero tanto por razones econdmicas como metodologicas aun

siguen pendientes, esperando a ser abordados proximamente.

En paralelo a la busqueda de los mecanismos involucrados en la inhibicion
de la formacion de NETs por parte de Kp, nos propusimos indagar qué
consecuencias tendria en la supervivencia intracelular de Kp la pobre induccién
de ROS junto con la ausencia de elastasa en los fagosomas. A pesar de ser una
bacteria de vida extracelular, ya se ha reportado que otra cepa de Klebsiella
pneumoniae es capaz de persistir dentro de macréfagos 184234, Ademas, se
encontré que aislamientos pertenecientes al ST258 pueden persistir dentro de
PMN murinos 165174 Y esto no es algo exclusivo de Klebsiella pneumoniae, ya
que un fendmeno similar se ha reportado para otras bacterias de vida
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extracelular, como Staphylococcus aureus 235237, A partir de imagenes obtenidas
por microscopia de transmision electronica (TEM) junto con la cuantificacion de
UFC intracelulares, pudimos determinar que Kp persiste dentro de los PMN
humanos hasta por 5 horas (Figuras 30, 31y 32). Este hallazgo no deja de ser
sorprendente, ya que refuerza la idea de que tienen que existir mecanismos de
evasion activos por parte de Kp: no cualquier patdgeno logra persistir dentro del
PMN. A su vez, abre nuevos interrogantes que nuestro grupo se encuentra
evaluando. Por un lado, pensando en la dificultad para resolver la infeccion
mediada por Kp, seria interesante indagar qué pasaria en los macréfagos que
fagociten a PMN infectados con Kp, mas alla de cuanto tiempo logre persistir Kp
dentro de los PMN. En este fendmeno, denominado eferocitosis, se induce en
los macrofagos un perfil anti-inflamatorio, asociado a reparacion tisular y
resolucion de la infeccion. Sin embargo, en este caso, dicho perfil podria
favorecer la persistencia de Kp, abriendo la posibilidad de un potencial reservorio
para la bacteria, en un contexto anti-inflamatorio que ya se ha reportado en
modelos murinos de infeccién pulmonar por Klebsiella pneumoniae 8. En linea
con esto, y volviendo a focalizar en los PMN, seria necesario estudiar la
induccién de apoptosis en presencia de Kp. Este tipo de muerte esta asociado a
la eferocitosis de los PMN, en particular gracias al aumento en la expresion en
membrana plasmatica de moléculas denominadas “sefales eat-me”. Ciertos
patdogenos pueden retrasar o acelerar la apoptosis en los PMN, y existen
evidencias gue contraponen las vias intracelulares involucradas en la muerte por
la formacion de NETs con respecto a la muerte por apoptosis 2. Por lo tanto,
podriamos postular que Kp favoreceria la apoptosis de los PMN dando lugar a
su eferocitosis por macrofagos residentes, induciendo asi un microambiente anti-
inflamatorio que permita la persistencia de Kp en el foco infeccioso. Por otro lado,
a partir de las evidencias que proponen que los PMN son capaces de recircular,
en un proceso denominado “migracion reversa” 239, seria interesante evaluar si
éste fendmeno podria cumplir un rol relevante en la diseminacion de Kp, mas
alla de la falta de NETs. En linea con esta idea, se ha reportado que los PMN
pueden servir como “taxi” y favorecer la diseminacién de Acinetobacter

baumannii 240,
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Considerando el antecedente de Klebsiella pneumoniae persistiendo
dentro de macrofagos, otra posible hipétesis a evaluar puede ser que Kp
presente un transito intracelular no convencional. Esta posible estrategia deberia
estar mas relacionada a algun componente de la pared, al igual que el impacto
sobre la produccion de ROS, entendiendo que la fagocitosis es via receptores
de membrana al reconocer estructuras de la pared bacteriana. Uno de nuestros
resultados que podria acompafar esta hipétesis es el aumento de la muerte
intracelular observado en presencia de anticuerpos naturales (Figura 13), lo cual
podria sugerirnos que Kp puede ser eliminada correctamente si es fagocitada
via un receptor de la fraccion constante (Fc) del anticuerpo y se mantuviera un
transito intracelular convencional. De ser fagocitada por otra via, podria derivar
a un fagosoma no convencional, que no co-localiza con elastasa. Dentro de los
macrofagos, observaron que Klebsiella pneumoniae se localizaba en
compartimentos particulares, modulando la via PISK — Akt — Rabl4 para
controlar la maduracion del fagosoma 8. Una desventaja del estudio del transito
intracelular en PMN es que pareciera ser distinto a la maduracion del fagosoma
convencional, aunque comparta algunas caracteristicas generales, por lo que se
conocen menos detalles del fenbmeno, lo que dificulta su abordaje. Hemos
intentado estudiar como es el transito de Kp dentro de los PMN, utilizando un
marcador tipico de endosomas tempranos, como es EEA-1. Sin embargo, por
microscopia confocal, no hemos podido observar expresion de dicho marcador
en los PMN y solo pudimos caracterizar la presencia de elastasa en los
fagosomas. Para profundizar en esta hipotesis podrian utilizarse sondas capaces
de medir el pH dentro de los fagosomas, lo cual es otro indicio de maduracion,
asi como también caracterizar los fagosomas que contienen a Kp utilizando otros
marcadores reportados en las distintas etapas del proceso de maduracién de los

fagosomas.

Finalmente, en este trabajo de tesis hemos podido estudiar la respuesta
del PMN frente a otros aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae. Como ya fue
dicho, una caracteristica de las bacterias, y en particular de Klebsiella
pneumoniae, es su rapida adaptacion a nuevos ambientes. Existe vasta
evidencia que refleja esta diversidad, tanto a nivel de resistencias a farmacos,

como estructura de la bacteria y la respuesta inmune que inducen. En estas
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diferencias es que crece la relevancia de estudiar aislados clinicos locales que
permitan entender lo que ocurre en los centros de salud de la region. En otras
palabras, mas alla de lo que ocurra con un aislado de Klebsiella pneumoniae del
ST258 en otro lugar del mundo, debemos indagar si en Argentina las cepas
circulantes se comportan de la misma manera. Por esta razon, gracias a la
colaboracion establecida con el Laboratorio de Antimicrobianos del Instituto
Malbran, pudimos utilizar distintos aislados de Klebsiella pneumoniae,
pertenecientes a distintos ST o bien con distintas resistencias antimicrobianas
(ver Tabla 1), pero todos provenientes de hospitales de Argentina. De manera
interesante, encontramos que la inhibicion de las NETs inducidas por PMA, asi
como la inhibicion de la polimerizacion de actina, se observé en presencia de
cepas del ST258, tanto positivas como negativas para KPC, y con un clon ST307,
el cual ha tomado relevancia en los Gtimos afios 12, Estos resultados nos
sugieren que el mecanismo de evasion encontrado no es especifico del aislado
clinico utilizado para este trabajo de tesis, tampoco depende de la presencia de
KPC y podria estar extendido hacia otras cepas de Klebsiella pneumoniae que

circulan en las unidades de cuidados intensivos, mas alla del ST258.

En resumen, en este trabajo encontramos una estrategia empleada por
Kp que le permite evitar la eliminacion mediada por PMN, donde se afecta un
proceso (la movilizacion de granulos azurofilos), pero se observan dos
consecuencias. Esta estrategia dual interfiere con la movilizacién de elastasa
hacia los fagosomas que contienen a Kp, permitiendo la persistencia dentro de
los PMN, y también afecta la migracion de elastasa al nucleo, impidiendo la
formacion de NETSs, lo que representa una clara ventaja para la diseminacion

extracelular.

La complejidad de los mecanismos de evasion empleados por Kp hace
pensar que deben ser necesarios mutiples enfoques, mas alla de las pocas
combinaciones de antimicrobianos aun disponible, la aparicién de nuevas drogas
antimicrobianas y el desarrollo de vacunas, para resolver las infecciones
mediadas por este patdgeno evasor. En este sentido, los resultados presentados
en este trabajo podrian dar pie a la completa descripciébn del mecanismo de

evasion encontrado, entendiendo que desbloquearlo podria servir como una
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estrategia terapéutica alternativa y/o complementaria al uso de antimicrobianos.
Asimismo, también es importante destacar que el descubrimiento del factor
especifico de Kp involucrado en la modulacion de la respuesta del PMN podria
ser utilizado como herramienta en patologias donde la formacion de NETs juega

un rol perjudicial.

Modelo propuesto de los mecanismos de evasion de Kp sobre el PMN

A partir del conjunto de los resultados presentados en este trabajo de tesis
y considerando los datos bibliograficos volcados en la discusion, en el Esquema
7 se muestra un resumen incluyendo los posibles mecanismos a través de los
cuales Kp logra evadir su eliminacion por parte de los PMN. Luego de la
interaccion de los PMN con Kp, hemos demostrado que la bacteria es fagocitada
y es capaz de afectar procesos esenciales para su efectiva eliminacion: 1- la
migracion de elastasa al nucleo, 2- la fusion de los granulos azurdfilos con el
fagosoma y 3- la movilizacion de los granulos azurdfilos a la membrana
plasmatica. En estos procesos participan la elastasa y MPO, contenidas en los
granulos azurdfilos, y dependen del correcto funcionamiento del citoesquelto de

actina.

Por lo tanto, se propone que Kp, posiblemente a través de proteinas
efectoras liberadas por el ensamblado de un T6SS, interfiere con la
polimerizacion de actina. Estas hipotéticas proteinas efectoras podrian tener
como blanco celular tanto a Rac2, a proteinas del citoesqueleto o bien a Rab27,
afectando asi los procesos donde los granulos azuroéfilos estan involucrados.
Como consecuencia de estos fendmenos, Kp no induce la formacion de NETSs ni
la degranulacion de los granulos azurdfilos, evadiendo las respuestas
microbicidas extracelulares del PMN vy, a su vez, es capaz de persistir dentro de

los PMN, evadiendo también los mecanismos de muerte intracelular.
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Esquema 7. Modelo propuesto de la evasion de Kp sobre el PMN. Se representa la fagocitosis
de la bacteria y la propuesta del ensamblado del T6SS con sus proteinas efectoras. Los rayos
amarillos representan el impacto sobre la polimerizacion de actina, las lineas rojas la inhibicién
de los tres procesos enumerados en la descripcion del esquema y las lineas punteadas los
hipotéticos blancos celulares. Se incluyen los estimulos positivos utilizados y algunas de las vias

intracelulares potencialmente involucradas. Creado en https://BioRender.com
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