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RESUMEN

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) es el agente bacteriano méas prevalente
entre las infecciones de transmision sexual en todo el mundo. Al presente, se tiene amplio
conocimiento sobre la inmunopatogénesis de la infeccion causada por C. trachomatis en el
tracto genital femenino. No obstante, se conoce muy poco sobre la infeccion del tracto
urogenital masculino (TUGM).

En el presente trabajo de tesis se describi6 un modelo de infeccion del TUGM
utilizando ratones de la cepa NOD y la bacteria Chlamydia muridarum (C. muridarum), una
especie de Chlamydia que causa en ratones una enfermedad de caracteristicas similares a
la causada por C. trachomatis en humanos.

Ratones machos de la cepa NOD inoculados en meato urinario con C. muridarum
presentaron una infeccién ascendente, detectandose ADN bacteriano en varios tejidos del
TUGM a tiempos tempranos pos-infeccién (pi), pero a tiempos tardios pi solamente en
préstata. Al realizar una comparacion entre distintas cepas de ratones (NOD, C57BL/6 y
BALBY/c), se demostr6 que C. muridarum fue eliminada del tejido prostatico mas lentamente
en la cepa NOD. Durante la infeccién se produjo un importante infiltrado inflamatorio en el
TUGM, con presencia de mayores cantidades de leucocitos CD45" infiltrando préstata de
ratones NOD, cuando se comparé con los valores hallados en préstata de ratones
C57BL/6. El infiltrado leucocitario estaba compuesto mayoritariamente por células GR1" y,
en menor medida, por células CD3" y CD19". Ademas, se determinaron incrementos en la
expresion prostatica de CXCL1, CXCL2 y CCL5, quimiocinas relacionadas al reclutamiento
de leucocitos polimorfonucleares (PMN).

El analisis de la respuesta inmune adaptativa desarrollada luego de la infeccién del
TUGM por C. muridarum, demostrd la presencia de anticuerpos IgG especificos contra
antigenos de la bacteria en suero de los ratones infectados a lo largo de la cinética de la
infeccion. En cuanto a la respuesta celular frente al patégeno, se observé una importante
produccién de IL10 en cultivos de células mononucleares (CMN) de bazo o de nédulos
drenantes de prostata estimulados con C. muridarum. Esta produccion de IL10 fue mayor
durante los primeros dias de la infeccion y también mas elevada en sobrenadantes
provenientes de ratones NOD, en comparacion con lo observado para las cepas C57BL/6 y
BALBI/c.

Mediante marcacion de moléculas de superficie de linaje celular e intracelular de
IL10 se concluyé que la poblacién de células productoras de esta citocina fueron
principalmente las CD19", es decir los LB. Ademas, LB purificados mediante cell-sorting o

perlas magnéticas fueron capaces de producir IL10 en respuesta al estimulo de C.



Sanchez, LR Resumen

muridarum, sin colaboracioén de otras poblaciones celulares. Utilizando ratones deficientes
en TLR2 o TLR4 se determin6 que la produccion de IL10 en respuesta a C. muridarum era
dependiente de la presencia de TLR4. En concordancia, la estimulacion de LB con LPS de
Chlamydia, indujo la produccion de IL10 por LB purificados. Luego del estimulo con C.
muridarum, los LB IL10" presentaron un fenotipo regulatorio, con incrementos en la
expresion de CD39, PD-L1 y ademas activacion de STAT3 y la via MAPK/ERK.

Mediante purificacion de sub-poblaciones de LB, demostramos que los LB de zona
marginal, pero no LB foliculares, produjeron IL10 en respuesta a C. muridarum. Ademas,
los LB estimulados secretaron importantes cantidades de IgM, lo que en conjunto sugiere
que se trataria de LB del tipo innatos (LBI) con potencial funcion regulatoria.

En experimentos realizados con ratones deficientes en IL10 o sometidos a
tratamientos con anticuerpos bloqueantes de IL10, se demostr6 que la ausencia o
disminucién de esta citocina en tiempos tempranos pi se asocié con una mejor eliminacion
bacteriana. De la misma manera, en experimentos realizados con ratones uMT (deficientes
en LB) o tratados con un anticuerpo que depleta LB, se observé que la ausencia o
reducciébn de esta poblacion celular se asoci6 también con una mejor eliminacion
bacteriana. En todos los casos en los que se vio una mejoria en la eliminacién de C.
muridarum del TUGM se evidencié incrementos en la respuesta Thl especifica, sugiriendo
que la presencia tanto de IL10 como de LB atenlia la generacién de una respuesta Thl

protectora.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis doctoral demuestran el
importante rol de los LB regulatorios secretores de IL10 en el modelo de infeccion por
Chlamydia y sugieren que la induccién de esta citocina, mediada por componentes de la
bacteria, seria un mecanismo que la misma desarrolla para modular negativamente la

respuesta inmune protectora del hospedador.
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Generalidades

Las bacterias Gram negativas, pertenecen a la familia Chlamydiaceae y son
responsables de un amplio espectro de enfermedades en el hombre. La familia
Chlamydiaceae consta de un unico género, Chlamydia, y dentro del mismo las siguientes
especies: C. muridarum, C. trachomatis, Chlamydia suis, Chlamydia psittaci, Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia pecorum, Chlamydia felis, Chlamydia caviae y Chlamydia abortus.
C. trachomatis se subdivide en las biovariantes trachoma y linfogranuloma venéreo, las
cuales presentan gran homologia entre ellas y afectan principalmente al tracto genital. La
especie C. muridarum o C. trachomatis mouse pneumonitis se encuentra filogenéticamente
mas distante a las anteriores y, en modelos murinos, causa una enfermedad de
caracteristicas similares a la observada en pacientes con C. trachomatis (Redgrove y
McLaughlin 2014).

Chlamydia presenta un tropismo especial por las mucosas, siendo las mucosas del
tracto genital, respiratorio y ocular muy susceptibles a la infeccion por las diferentes
especies de C. trachomatis (Debattista y col. 2003; Brunham y Rey-Ladino 2005). Sin
embargo, aungue las infecciones se encuentran principalmente limitadas a los epitelios de
mucosas, C.trachomatis también puede infectar eficientemente cultivos in vitro derivados

de una amplia variedad de linajes celulares de diferentes especies.

Las infecciones por C. trachomatis constituyen la enfermedad de transmisién sexual
bacteriana mas frecuente en todo el mundo (Brunham y Rey-Ladino 2005; Occhionero y
col. 2015), con cifras de 100 millones de nuevos casos diagnosticados anualmente y
muchos mas casos que permanecen sub-diagnosticados. Estas infecciones representan un
serio problema para la salud publica, ya que esta bacteria afecta principalmente a
adolescentes y adultos jovenes de todos los niveles socio-econdmicos. La mayoria de los
casos de infeccion se observan en individuos joévenes, sexualmente activos, menores de
25 afios (Mylonas 2012). Un aspecto importante a tener en cuenta es la alta proporcién de
infecciones asintomaticas que se producen con C. trachomatis, con cifras de
aproximadamente 75% de infecciones asintomaticas en mujeres y 50% de casos
asintomaticos en hombres permaneciendo la mayoria de ellos sub-diagnosticados
(Redgrove y MclLaughlin 2014). C. trachomatis afecta a hombres y mujeres con una
prevalencia similiar; sin embargo, la mayoria de los estudios y estrategias de monitoreo se
centran en la infeccién del tracto genital femenino debido a las consecuencias que la

infeccién genera en una importante proporcién de mujeres.

La infeccion por C. trachomatis en la mujer puede generar uretritis, cervicitis muco-

purulenta, endometritis, salpingitis, enfermedad inflamatoria pélvica, peri-hepatitis, peri-
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apendicitis, embarazos ectopicos e infertilidad. Cuando estas infecciones no son tratadas
de manera adecuada pueden producirse complicaciones reproductivas severas (Mackern-
Oberti y col. 2013).

En el hombre, la infeccion por C. trachomatis afecta varios érganos que componen
el TUGM, provocando uretritis, epididimitis, epididimo-orquitis y prostatitis (Mackern-Oberti
y col. 2013; Redgrove y McLaughlin 2014). Estudios epidemiolégicos sugieren que un 13%
de hombres jovenes pueden tener infecciones genitales por C. trachomatis, presentado
solo la mitad de ellos algin sintoma y, en consecuencia soélo algunos recibirdn un
tratamiento adecuado. La gran mayoria de los estudios y bibliografia relacionada a C.
trachomatis demuestra que esta bacteria es un agente etiolégico importante de infertilidad
femenina. Sin embargo, el tracto genital masculino también es blanco de infecciones por
esta bacteria, y las caracteristicas de la infeccibn en hombres, como asi también las
consecuencias que la misma pudiera tener, necesitan ser exploradas (Mackern-Oberti y
col. 2013).

Biologia de Chlamydia

C. trachomatis es una bacteria intracelular obligada rodeada por una pared celular
rigida. Su cromosoma se compone de aproximadamente un millébn de pares de bases y
tiene la capacidad de codificar para un maximo de 600 proteinas. Debido a su incapacidad
para sintetizar nutrientes esenciales, esta bacteria necesita infectar células vivas para
poder multiplicarse. C. trachomatis es capaz de infectar a una gran cantidad de células en
cultivo, lo que sugiere que el receptor que facilita la entrada de la misma a la célula
hospedador podria ser de naturaleza ubicua. Otra posibilidad seria que se trate de varios
tipos de receptores expresados en diferentes células (Redgrove y McLaughlin 2014). Para
algunas especies, se cree que la unién podria ser un proceso de dos pasos que implica
una interaccion electrostética inicial reversible mediada por los proteoglicanos de heparan
sulfato, moléculas que se expresan en la mayoria de las superficies celulares. Se postula
que el segundo paso seria una unién de alta afinidad irreversible a un receptor secundario
(Jian Ping Zhang y Stephens 1992; Su y col. 1996; Davis y Wyrick 1997).

El ciclo infectivo de Chlamydia spp. esta definido por dos estadios biolégicos
principales de la bacteria, el llamado cuerpo elemental (CE) y el cuerpo reticular (CR)
(Figura 1). El CE es metabdlicamente inactivo pero es el que tiene la capacidad de infectar
células. Cuando el CE entra en contacto con las membranas celulares de los epitelios
susceptibles a la infeccion es internalizado y queda rodeado por una membrana endosomal

evadiendo de alguna forma la via de degradacion lisosomal. Aproximadamente, dos horas
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mas tarde, este CE aumenta de tamafio y se diferencia a CR, que es el metabdlicamente
activo pero no infectivo, dividiéndose por fision binaria dentro del endosoma que lo
contiene. A esta vesicula que alberga los CR se la denomina inclusion clamidial. La
inclusion clamidial va aumentando de tamafio debido a la duplicacion de la bacteria dentro
de la misma, provocando que la célula sufra en algun punto la escasez de nutrientes. Esto
daltimo origina que los CR se diferencien a CE infectivos, los cuales pueden ser liberados al
exterior de la célula por exocitosis o bien por lisis celular debido al crecimiento ilimitado de
la inclusién clamidial. Una vez fuera de la célula, estos CE diseminados pueden infectar
células epiteliales contiguas, iniciado otro ciclo infectivo (Brunham y Rey-Ladino 2005).

CE S ®c e
: Exocitosis ©c ©
P 0., ©0%e

o e gc¢

'y Endocitosis cco ®
@ < CA co®f _©
¥ °Q °
CR © %o’

Figura 1: Ciclo infectivo de Chlamydia spp. El ciclo de esta bacteria es bifasico representado por dos estadios
principales, el cuerpo elemental (CE) y el cuerpo reticular (CR). EI CE es el que tiene la capacidad de infectar a la célula,
ingresa a la misma por endocitosis y, una vez dentro, se diferencia a CR. Este es metabdlicamente activo, se divide por fision
binaria dentro de la vacuola, o inclusién clamidial, que lo contiene. Esta inclusion aumenta de tamafio conforme los CR se
multiplican en su interior. En un determinado momento, los CR se diferencian a CE y, mediante exocitosis, la inclusién libera
su contenido al medio extracelular completando de esta forma el ciclo infectivo. Bajo condiciones de estrés (IFNy, ciertos
antibioticos), se generan estructuras o cuerpos aberrantes (CA) que detienen su desarrollo hasta que se reviertan las

condiciones adversas. Figura modificada de Redgrove y McLaughlin, 2014.

A partir de cultivos celulares, se demostré in vitro, que el ciclo infectivo bifasico de
C. trachomatis puede ser afectado por agentes externos que causan estrés, como ciertos
antibiéticos (ej. penicilina), la deprivacion de nutrientes y la presencia de ciertas citocinas
(ej. IFNy). Esto provoca la diferenciacion de los CR a estructuras o cuerpos aberrantes
(CA), las cuales son incapaces de infectar otras células mientras dure el efecto del agente
estresor (Figura 1). Durante este estado de persistencia, C. trachomatis pone en marcha la

activacion de una serie de genes para montar una adaptacion a la respuesta inmune que
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genera el hospedador. Cuando el agente estresor es removido del medio, la bacteria
continua con su ciclo infectivo (Belland y col. 2003). Estos datos indican que bajo ciertas
condiciones, Chlamydia spp. puede desarrollar estructuras de resistencia, las que podrian
contribuir, de alguna forma, a la naturaleza de las infecciones cronicas y persistentes que

la misma causa (Hogan y col. 2004; Carey y col. 2013).

Infeccion del Tracto genital masculino por Chlamydia

El TUGM esta compuesto por uretra, pene, vejiga, testiculos, epididimos, conductos
deferentes y glandulas sexuales anexas o accesorias. Estas Ultimas comprenden a las

glandulas bulbo-uretrales: glandula prostatica y vesiculas seminales.

La infeccion del TUGM y en particular de glandulas accesorias generalmente es
consecuencia de la diseminacién de microorganismos, principalmente via uretra, que
llegan a la glandula prostatica, vesicula seminal, conductos deferentes, epididimo y en
algunas oportunidades hasta el testiculo. Todavia no esta muy claro en cuanto tiempo una
uretritis puede evolucionar a una infeccién de glandulas accesorias. Es probable que este
tiempo sea muy variable y dependa del tipo y cantidad de agente infeccioso involucrado y
de los tejidos afectados. Dentro de los agentes bacterianos infecciosos asociados al
TUGM, podemos citar a Neisseria gonorrhoeae, C. trachomatis, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa y en menor medida enterobacterias como Klebsiella spp., entre
otras. Los signos mas frecuentes en este tipo de infecciones son la presencia de leucocitos
en semen (leucospermia), acompafiada de niveles elevados de mediadores inflamatorios

como citocinas y especies reactivas del oxigeno (Weidner y col. 1999).

C. trachomatis es el agente causal de la mayoria de las infecciones bacterianas de
transmision sexual mas frecuentes y, tanto en el hombre como en la mujer, se trata de
procesos patolégicos que se asocian a una pobre sintomatologia. Se postula que la
infeccion por Chlamydia presenta un periodo de incubacion de 8 a 15 dias y los sintomas
aparecen entre 1 y 3 semanas después de la primo-infeccion; sin embargo, en casi la
totalidad de los casos el momento de la primo-infecciobn es desconocido. En la mujer,
puede aparecer flujo inespecifico, blanquecino, filante, con poco ardor y dolor abdominal o
de espalda durante una relacion sexual. No obstante, el 75% de las mujeres afectadas no
presentan sintomas marcados que las lleven a buscar atencién médica y, hasta en el 40%
de los casos, no se observa en el examen fisico ninguna anormalidad macroscopica en el
cuello del utero. Si esta infeccion no es tratada, asciende a los 6rganos intra-pelvianos,
provocando la enfermedad inflamatoria pélvica que se acomparfa de dolor y puede afectar

las trompas de Falopio (Mitchell y Prabhu 2013). En el hombre, C. trachomatis también
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provoca una infeccion acompafada de una muy pobre sintomatologia. La mayoria de los
hombres no exhiben sintomas de uretritis y, en el caso de pacientes con prostatitis cronica,
se ha observado que aquellos que son positivos para C. trachomatis tienen niveles
elevados de leucocitos en expresion prostatica acompafados de mayores niveles de dolor
(Redgrove y McLaughlin 2014). Sin embargo, existe muy escasa bibliografia que haya
evaluado el dolor asociado a infeccion del TUGM por C. trachomatis, ya sea en pacientes o

en modelos animales.

El sitio primario de la infeccion por C. trachomatis en el hombre es la uretra, siendo
la uretritis la presentacion clinica méas frecuente. Los CE que infectan las células epiteliales
de la uretra, desarrollan en su interior el ciclo infeccioso, se diferencian a CR con el fin de
replicarse por fision binaria, y finalmente se transforman en CE. Se postula que estos CE
infectivos son liberados al medio extracelular y de esta forma contintan infectando células
epiteliales contiguas, desarrollando en el tracto genital una infeccion ascendente, como ha
sido descripto en distintos modelos animales de experimentacién (Mackern-Oberti y col.
2013).

En nuestro grupo de trabajo, se estudiaron desde hace varios afos situaciones en
las que se observa inflamacién en el TUGM, especialmente en la glandula prostéatica. La
préstata es una glandula sexual accesoria masculina que rodea al cuello de la vejiga y
uretra, y es recorrida en su parte posterior por los conductos eyaculadores. La prostata es
una glandula esencialmente secretora. Los conductos glandulares prostaticos vacian las
secreciones en la porcion prostatica de la uretra, las cuales representan gran parte del
volumen total del liquido seminal. Estas secreciones contienen acido citrico,
prostaglandinas, diferentes sustancias antioxidantes, zinc, lisozimas, inmunoglobulinas,
citocinas, numerosas enzimas y muchas otras proteinas cuyo rol aun es desconocido. La
prostata es blanco de enfermedades de elevada incidencia en la poblacién. La hiperplasia
prostatica benigna, el carcinoma prostatico y las inflamaciones de la glandula son algunas
de las patologias mas frecuentes que afectan a la prostata (Lee y col. 2011). Dentro de
estas Ultimas, C. trachomatis es la bacteria més frecuentemente asociada uretritis
infecciosas, prostatitis cronica, epididimitis y epididimo-orquitis (Cunningham y Beagley
2008). Se ha reportado que esta bacteria seria la responsable del 18% de los casos de
uretritis y del 30% de los casos de epididimitis, mientras que seria responsable de hasta el

50% de los casos de prostatitis (Skerk y col. 2004; Preena y col. 2007).

Las muestras apropiadas para el diagnostico de infeccion por C. trachomatis en
hombres son el hisopado uretral, orina, orina pre y post masaje prostatico, expresion
prostatica y semen. Es dificil elegir una muestra adecuada para realizar el diagndéstico

diferencial entre prostatitis y otras infecciones del TUGM causadas por este patégeno. En
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el caso de las prostatitis, las muestras de expresion prostatica tienen una limitacion, ya que
se puede producir contaminacion de la misma por el pasaje del fluido por la uretra,
especialmente si anteriormente ha ocurrido algun episodio de uretritis por C. trachomatis.
Las muestras de semen no ayudan a identificar u orientar respecto al sitio particular del
TUGM en el que se asienta la infeccion, pero al contener espermatozoides, secreciones
prostaticas y secreciones provenientes de vesicula seminal son adecuadas para detectar
presencia de microorganismos provenientes de vias altas del TUGM. Se han realizado
también estudios con muestras de biopsias o de reseccion trans-uretral (Weidner y col.
2002). Cuando se compar6 la deteccion de la bacteria en estas muestras, se observaron
grandes diferencias principalmente por las diversas técnicas empleadas. Aunque en la
actualidad la amplificacién de ADN por PCR es la técnica de referencia de deteccién de
Chlamydia spp. presentando mayor sensibilidad y especificidad, muchos laboratorios
continban desarrollando técnicas de aislamiento por cultivo celular y deteccion directa
utilizando anticuerpos o sondas de ADN marcadas (Wagenlehner y col. 2006; Gaydos y
col. 2008).

Hasta el presente existe escasa informacién en relacion a modelos experimentales
de infecciones del TUGM por Chlamydia spp. Pal y col. desarrollaron un modelo de
infeccién del tracto masculino en ratones de la cepa C3H/HeN. En sus estudios, luego de
inocular la bacteria en meato urinario, lograron aislar al patégeno de uretra, vejiga,
epididimo y testiculo (Pal y col. 2004). Lamentablemente, en este estudio y otros
realizados por el mismo grupo no analizaron la presencia de Chlamydia en prostata o
vesicula seminal. Jantos y col. también realizaron estudios de infecciéon en tracto genital
masculino utilizando ratas. En sus estudios inocularon quirdrgicamente animales en vasos
deferentes con C. trachomatis encontrando posteriormente la bacteria en proéstata,
epididimo y testiculo (Jantos y col. 1998). Aunque en este caso se detectd la presencia de
C. trachomatis en proéstata, la via de inoculacion utilizada es muy diferente de la forma en

la que naturalmente esta bacteria infecta al tracto genital masculino.

Se han desarrollado modelos de infeccién in vitro de células epiteliales prostéaticas
(Mackern-Oberti y col. 2006; Mackern-Oberti y col. 2011a, 2011b) e in vivo del TUGM con
C. muridarum (MacKern-Oberti y col. 2011c; Motrich y col. 2012). Inoculando ratas macho
de la cepa Wistar con C. muridarum en meato urinario se ha demostrado que la bacteria
produce una infeccién ascendente caracterizada por un especial tropismo por la glandula
prostatica, a tiempos tardios post infeccion (MacKern-Oberti y col. 2011c). Estudios
histolégicos de diferentes tejidos del TUGM, han demostrado una alta incidencia de
infiltrado inflamatorio intersticial en prostata y presencia de la bacteria en esta glandula a

tiempos tardios post infeccién (MacKern-Oberti y col. 2011c). Ademas, se determind que a
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pesar de detectar presencia de la bacteria en el TUGM e incluso en las muestras de semen
de los animales infectados, no se observaron alteraciones en la viabilidad o movilidad de
los espermatozoides, ni tampoco en los indices de fertilidad masculina (Motrich y col.
2012). Aunque los resultados obtenidos en el modelo en ratas fueron muy importantes,
teniendo en cuenta la disponibilidad de cepas murinas presentes en nuestro bioterio y la
amplia bateria de reactivos existente para modelos murinos, la posibilidad de estudiar la
infeccién del TUGM en modelos en ratdén potencialmente permitiria un avance significativo

en el estudio de la infeccion por Chlamydia.

Respuesta Inmune del hospedador contra Chlamydia

Respuesta inmune Innata

La primera linea de defensa contra la infeccion del tracto genital es la barrera
mucosa. Sin embargo, cuando los agentes infecciosos penetran este revestimiento
mucoso, es el sistema inmune innato a través de sus receptores el que monta la defensa
contra ellos. La respuesta inmune innata se desencadena después de que se activan
receptores llamados PRRs (receptores de reconocimiento de patrones) que reconocen
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Estas estructuras microbianas, o
PAMPs, por lo general son importantes para la supervivencia del patégeno y por ello se
conservan evolutivamente. Dentro de los PRRs, se encuentran los receptores de tipo Toll
(TLRs), los receptores para dominios de oligomerizacién para la unién de nucleétidos
(NLRs), los receptores de genes inducibles por acido retinoico (RIG) y los receptores de
lectinas del tipo C (CLRs). Estos receptores se expresan predominantemente en células
efectoras de la inmunidad innata, como los macrofagos, neutréfilos y células dendriticas,
aungue también se expresan en células epiteliales y endoteliales (Kawai and Akira, 2005;
Kawai and Akira, 2010). En relacion al tracto genital, distintas investigaciones han descripto
la expresion de distintos PRRs tanto en tracto genital femenino, como masculino (Darville y
col. 2003; Pioli y col. 2004; Andersen y col. 2006; Riccioli y col. 2006; Palladino y col.
2007).

Se conoce que Chlamydia interactia con PRRs presentes en epitelios y células de
la inmunidad innata. Sellami y col. identificaron el incremento en la expresion de TLR2,
TLR4, MyD88 en una linea celular de células epiteliales de cancer de préstata infectadas
con C. trachomatis (Sellami y col. 2014). En relacion a PAMPs presentes en Chlamydia, se
han descripto el LPS de Chlamydia spp. (cLPS) y a la proteina de shock térmico 60
(HSP60) los cuales serian reconocidos por TLR4 y TLR2 (Vabulas y col. 2001). Se ha

reportado también la presencia de una lipoproteina de Chlamydia denominada
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“Macrophage infectivity potentiator” la cual seria reconocida a través del TLR2 (Bas y col.
2008) Ademas como en toda bacteria, el ADN de Chlamydia y sus motivos CpG son
reconocidos por TLR9 (Ouburg y col. 2009).

Los PRRs, después de reconocer sus ligandos, activan una serie de cascadas de
sefalizacién intracelular con el fin de montar una respuesta frente a la noxa. Estas
cascadas involucran diferentes moléculas adaptadoras, quinasas y moléculas efectoras. La
activacion finalmente lleva a la produccion de distintos mediadores entre los que son
abundantes las citocinas inflamatorias. También a travées de PAMPs algunos
microorganismos inducen la secrecién de citocinas anti-inflamatorias como IL10 y con ello
logran el efecto contrario al desarrollo de una respuesta inflamatoria eficaz para eliminar el
patdgeno (Elcombe y col. 2013). Se ha descripto que esta respuesta inflamatoria/anti-
inflamatoria temprana generada por la activacion de PRRs/PAMPs puede ser distinta entre
los individuos y de esta manera puede influenciar la susceptibilidad del hospedador a la
infeccién y/o al desarrollo de dafio en el tejido. En este sentido, se ha visto que la cepa de
ratones C57BL/6 es mas resistente a la infeccién por Chlamydia comparada con la cepa de
ratones BALB/c. En la cepa C57BL/6, las citocinas inflamatorias secretadas durante la
etapa temprana de la infeccion correlacionan con la rapida erradicacion de la infeccion. Por
otro lado, cepas como la BALB/c, muestran una produccién de citocinas inflamatorias
retrasada y prolongada, exhibiendo una eliminacién de la bacteria demorada en el tiempo y
acompafiada de mayor dafio en el tejido infectado (Darville y col. 2001; Jiang y col. 2010).
Experimentos realizados en ratones deficientes en distintos PRRs, y luego infectados con
Chlamydia spp., demostraron que la ausencia de Nodl, TLR4 y TLR9 no tenia efectos
significativos sobre la carga bacteriana en tracto genital, ni consecuencias sobre el dafio en
tejido (Darville y col. 2003; Welter-Stahl y col. 2006). En el caso de ratones deficientes en
TLR2 (TLR2"), se observé que desarrollaban una infeccién similar a los controles,
eliminando la bacteria de manera equivalente pero mostrando menor dafio tisular en el
tracto genital femenino superior. Estos datos sugieren que el receptor TLR2 participaria en
la respuesta inmune patoldgica observada en la infeccién por Chlamydia (Darville y col.
2003). Se conoce que el factor de activacion mieloide 88 (MyD88) participa en la
sefalizacién de la mayoria de las vias activadas por los TLRs, y es una molécula
involucrada en la induccién de citocinas inflamatorias. Cuando ratones deficientes en esta
molécula (MyD88™) fueron infectados por Chlamydia, se observé que presentaban una
eliminacion bacteriana demorada, efecto atribuido a una disminucion en la capacidad de
activar la respuesta inmune adaptativa contra el patégeno (Chen y col. 2010; Nagarajan y
col. 2011). De esta manera, los PRRs situados en células epiteliales o inmunes presentes

en tracto genital, y PAMPs provenientes de Chlamydia, pueden condicionar el desarrollo de
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la infeccion en el tracto genital. Ademas serian capaces de estimular y/o modular la
inmunidad adaptativa en respuesta a la infeccion mediante la regulacién de la secrecion
temprana de citocinas y quimiocinas por parte del hospedador. Es importante destacar que
todos estos estudios han sido realizados en el modelo de infeccion del tracto genital
femenino, no existiendo aun informacion sobre la importancia de estos receptores en la

eliminacion de Chlamydia en el TUGM.

Como se mencion6é anteriormente, las células epiteliales son las primeras en
contactar con Chlamydia. A pesar de no ser consideradas parte del sistema inmune
clasico, estas células son capaces de iniciar y sostener una respuesta inmune innata
contra los microorganismos patogénicos (Figura 2). Las células epiteliales responden
frente a estos micro-organismos reconociéndolos a través de PRRs y activando diferentes
vias de sefializacion que llevan a la produccién de ciertas citocinas, quimiocinas y péptidos
antimicrobianos (Mackern Oberti y col. 2011b). La secrecién de estos mediadores es
crucial para la activacién de los leucocitos residentes, asi como para el reclutamiento de
leucocitos circulantes hacia el sitio donde se esta montando la respuesta inmune. Se sabe
gue células epiteliales humanas y murinas infectadas con C. trachomatis producen
citocinas pro-inflamatorias como por ejemplo IL13, IL6, TNFa (Johnson, 2004). También
son capaces de producir quimiocinas como la derivada de queratinocitos (KC) y la IL8, las
cuales tienen la funcién de reclutar células de la inmunidad innata como neutrdfilos, las
células natural killer (NK) y células dendriticas (CD) que son abundantes en la mucosa
genital. También se ha podido determinar que los epitelios uretrales pueden secretar
defensinas, las cuales presentan actividad protectiva contra C. trachomatis. Estas
defensinas son proactivas y adquieren actividad biol6gica cuando son clivadas por ciertas

enzimas presentes en el sitio de la infeccion (Porter y col. 2005).

Los neutréfilos son una de las primeras poblaciones celulares de la inmunidad
innata que son reclutadas al sitio de la infecciéon por C. trachomatis. Se postula que ellos
reducen la infeccion limitando la diseminacion de esta bacteria. Se ha descripto que
neutrofilos humanos son una fuente importante de péptidos antimicrobianos que poseen
actividad anti-chlamydia. Sin embargo, los neutrdéfilos de ratones carecen de la expresion
de defensinas (Risso 2000). En animales infectados por Chlamydia y depletados de
neutrofilos, se observa una alta carga bacteriana en comparacion con el grupo control de
animales infectados sin depletar. Sin embargo, se ha visto que la resolucion de la patologia
en estos dos grupos experimentales ocurre al mismo tiempo post-infeccion (pi). Estos
resultados limitan el entendimiento de la funcion de los neutrofilos durante la infeccion por

C. trachomatis, por un lado sugiriendo que los mismos ayudan a resolver la infeccién y por
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el otro, algunos autores postulan que podrian facilitar la propagacién de la infeccién al

provocar la ruptura del epitelio infectado (Rank y col. 2008).
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Figura 2: Respuesta Inmune Innata y adaptativa frente a la infeccién por Chlamydia. Tras la infeccion, las
células epiteliales del tracto genital responden secretando quimiocinas, citocinas y defensinas. Las primeras poblaciones
reclutadas son los neutrdfilos constituyendo la primera defensa contra el patdégeno. Las células presentadoras de antigeno
(CPA), tales como macrofagos y células dendriticas (CD), arriban al sitio de la infecciébn en donde comienzan a liberar
citocinas pro-inflamatorias como IFNy e IL12. Estas citocinas, a su vez activan las células natural killer (NK), a los mismos
macréfagos e inducen la maduracion de los linfocitos T (LT) virgenes CD8" o CD4". Los LT CD4", en funcion al ambiente de
citocinas presente en el sitio de la induccion de la respuesta inmunoldgica, se pueden polarizar hacia un perfil T helper 1
(Thl) o T helper 2 (Th2). Linfocitos Thl, mediante su receptor (TCR), pueden interactuar con linfocitos B (LB) a través del
reconocimiento de un péptido especifico de Chlamydia presentado por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
presente en la membrana del LB en este caso. Los LB pueden generar anticuerpos especificos para estructuras antigénicas
de la bacteria. Durante la infeccion por C. trachomatis se ha descripto la presencia de IL10 producida por células dendriticas

plasmacitoideas (pCD) y otras fuentes celulares aun no identificadas. Figura modificada de Redgrove y McLaughlin 2014.

Las células NK también son reclutadas rdpidamente al sitio durante la infeccion por
C. trachomatis. Estas células reconocen y lisan células infectadas por Chlamydia y, al
mismo tiempo, secretan grandes cantidades de IFNy, citocina que polariza la respuesta
inmune hacia un perfil Thl protector, favoreciendo asi la eliminacion bacteriana. Ademas
se ha reportado que la capacidad de células NK para eliminar a la bacteria se ve
incrementada en presencia citocinas pro-inflamatorias como IL12 o IFNy presentes en el
medio (Reading y col. 2006).
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Los macréfagos son células fagociticas del sistema inmune y provienen de la
diferenciacién de monocitos circulantes. Estas células poseen también la capacidad de
realizar presentacion antigénica. Expresan en su superficie PRRs que les permiten
reconocer PAMPs expresados en diferentes patdgenos y también receptores de moléculas
asociadas al dafo (DAMPs) (Kawai y Akira 2005; Jounai y col. 2012). Durante la infeccién
con Chlamydia, los macréfagos migran al sitio donde se estd montando la respuesta
inmune, fagocitan la bacteria, y dependiendo del receptor o receptores que se activen
(PAMPs/DAMPs), estos macréfagos pueden producir diversas citocinas (Redgrove y
McLaughlin 2014). Los macréfagos son principalmente activados por IFNy, que puede
provenir de varias fuentes celulares (gj., LT CD4", LT CD8", NK), incrementando su
capacidad de presentar antigenos en su superficie, la producciébn de citocinas
inflamatorias, la generacion de mediadores toxicos y la fagocitosis mediada por el
complemento. La destruccién de Chlamydia, una vez que es fagocitada por el macréfago,
ocurre mediante la autofagia, un proceso por el cual las células degradan proteinas del

citoplasma y organelas (Al-Zeer y col. 2013).

Las CD, son reconocidas por ser las células presentadoras de antigenos (CPA)
por excelencia y participan como nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa. Estas
células captan y procesan el antigeno para luego presentarlo a los linfocitos especificos.
Ademas de presentar antigenos, las CD producen citocinas y sefiales que modulan la
respuesta inmune hacia diferentes perfiles, razén por la cual las CD son blancos elegidos
para disefiar vacunas que generen proteccion contra esta bacteria (Brunham y Rey-Ladino
2005; Karunakaran y col. 2008; Brunham y Rappuoli 2013). Durante la infeccién murina
con Chlamydia, se ha reportado la activacion de dos subtipos de CD, las células CD11b"
clasicas y las CD plasmacitoideas (Moniz y col. 2009). En modelos murinos, la infeccién
genital indujo el influjo de estos dos tipos de CD al tracto genital femenino y también a los
nddulos drenantes. La infeccién estimulé la expresién de moléculas coestimulatorias en CD
clasicas y la secrecion de citocinas asociadas al perfii Thl. Sin embargo en CD
plasmacitoideas se observaron bajos niveles de moléculas coestimulatorias y producciéon
de IL6 e IL10. Otros autores también reportaron la presencia de CD productoras de
grandes concentraciones de IL10 en tracto genital femenino inferior, la cual se asoci6 a la

induccién de linfocitos T regulatorios (Marks y col. 2010).

Si bien la respuesta inmune innata en tracto genital femenino mediada
principalmente por las células epiteliales, neutréfilos, células NK, macréfagos y CD actua
como la primera defensa contra Chlamydia respondiendo en forma rapida, la misma no es
suficiente para detener el avance de la bacteria y ademas no tiene capacidad de generar

memoria inmunoldgica. Al presente, se cuenta con poca informacion respecto a que tipos
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celulares son reclutados y que tejidos son los principalmente afectados durante la infeccion
del TUGM por Chlamydia.

Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa es la que intentard eliminar por completo al
patdgeno y proveera proteccidn en el caso de que ocurra una nueva exposicion (Figura 2).
Existen dos tipos celulares que participan de la respuesta adaptativa; los Linfocitos T (LT)
y los Linfocitos B (LB). Estas poblaciones celulares tienen la capacidad de reconocer
antigenos extrafios usando receptores especificos presentes en sus membranas. Cuando
estas poblaciones celulares no pueden cumplir correctamente su funcion o por algin
motivo no estan presentes, Chlamydia desarrolla infecciones cronicas en el hospedador.
Ejemplo de ello se observa en ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID,
gue no tienen LT ni LB), o en ratones “nude”, (que no tienen LT maduros), los que
presentan infecciones prolongadas en el tiempo con cargas bacterianas elevadas (Hawkins
y col. 2002; Pal y col. 2009).

Los Linfocitos T son incapaces de reconocer antigenos de patdgenos sin la ayuda
de las CPA (como las CD y los macréfagos). Una vez que estas células fagocitan los CE, o
células infectadas que contienen los CR, los procesan y presentan los péptidos de
degradacion en el contexto de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase I/ll. De esta forma los LT que posean en su superficie el receptor especifico para los
péptidos presentados en el contexto de MHC, son los que se van a activar y podran ejercer
sus funciones. Estudios realizados en animales y en pacientes indican que LT CD4" y LT
CD8" estan presentes en el sitio de infeccion con Chlamydia (Morrison and Morrison 2000;
Rank y col. 2000) y son capaces de reconocer diferentes antigenos de la bacteria
(Redgrove y McLaughlin 2014).

Se ha demostrado que el perfil de respuesta inmunolégica Thl es el mas apropiado
para eliminar bacterias intracelulares, como es el caso de Chlamydia. Asi es que, cuando
los LT CD4" son activados hacia este perfil de respuesta, proliferan, se diferencian y
migran hacia el sitio de la infeccidn, liberando alli grandes cantidades de IFNy que ayuda a
controlar la infeccion bacteriana. De hecho, en animales que no poseen esta poblacién
celular (CD4™), la infeccién clamidial transcurre con mayor carga bacteriana y se genera
poca proteccion frente a una re-infeccién (Johansson y col. 1997a). Para que se produzca
el perfil de respuesta Thl se necesita de IL12, principalmente liberada al espacio
extracelular por las CD en el sitio de la infeccion o en los ganglios drenantes. Se ha visto

gue CD pulsadas en cultivo con Chlamydia muerta y luego transferidas a ratones antes del
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desafio con la bacteria, secretan grandes cantidades de IL12, provocando una fuerte
polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil Thl, generando asi proteccion contra el
patdégeno. Se sabe que este tipo de inmunizacién no solo puede reducir la carga bacteriana
en el tracto genital de los ratones, sino que también evita el desarrollo de la enfermedad
inflamatoria en el tejido y sus secuelas obstructivas (hidrosalpingitis) (Su y col. 1998).
Ratones deficientes en el receptor del IFNy muestran mayores cargas bacterianas y gran
diseminacion de la infeccion, resultados que también refuerzan la importancia del perfil Thl
en la proteccion (Wang y col. 1999).

En relacién al subtipo de linfocitos T CD4" Th2, la bibliografia indica que estas
células no generan proteccion contra la infeccién por Chlamydia. Las citocinas IL4, IL5,
IL13 no tienen influencia sobre el clearance de la bacteria y en algunos casos se asocian
con exacerbacién de la patologia (Wang y col. 1999). Durante la infeccién, se ha
observado también la generacién de LThl7. La IL17 no tiene efecto directo sobre C.
trachomatis in vitro, pero si aumenta la producciébn de mediadores inflamatorios
responsables de reclutar leucocitos al sitio. Intentos para dilucidar el rol de Thl7 en
infeccién por esta bacteria no han sido concluyentes (Meara y col. 2014). La deplecion de
IL17ra resulté en la reduccién del reclutamiento de LThl. Ratones IL17ra” resuelven la
infeccidbn normalmente y no se observan diferencias en la inmunopatologia cuando se
comparan con ratones wild type (wt) (Scurlock y col. 2011). Utilizando ratones IL17ra™, los
autores demostraron que IL17 contribuye a la generacién de LThl y al reclutamiento de
neutréfilos, pero no tendria efecto sobre el reclutamiento de macroéfagos o la resolucion de
la infeccion. Con respecto al subtipo de linfocitos CD4'Foxp3* (Treg), se observéd que la
deplecién de esta poblacion previo a la infeccion redujo marcadamente el numero de
LTh17, observandose menor inflamacién y reclutamiento de neutréfilos (Moore-Connors y
col. 2013). La bibliografia presenta diferentes datos en relacién al rol que cumplen los LT
CD4" en el curso de la infeccion por Chlamydia. Un aspecto importante a tener en cuenta
es que se ha observado que estos dependen principalmente de la especie de Chlamydia

que se utilice para infectar los animales (Morrison y col. 2011).

Por otro lado, los LT CD8" serian capaces de inducir una proteccién parcial en
animales infectados por Chlamydia. Estos ejercerian un rol protectivo ejecutando varios
mecanismos, que incluyen: citotoxicidad via exocitosis de granulos, produccion de péptidos
antimicrobianos, produccion de quimiocinas y citocinas (Wizel y col. 2008). Esta reducida
proteccion de LT CD8 citotdxicos frente a la infeccién por Chlamydia podria ser atribuida a
una inhibicién de la presentacion antigénica por parte del tejido epitelial infectado, lo que
no permitiria la activacién de los LT CD8" (Meara y col. 2014). Ademas, también se ha

reportado el aumento en la expresion de ciertas moléculas inhibitorias en los tractos
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infectados por esta bacteria. Por ejemplo, el incremento de la expresion de PD-L1 en el
tracto genital femenino debido a la infeccion por C. trachomatis, que altera el fenotipo de
memoria de los LT CD8" y disminuiria su funcion efectora, limitando asi la capacidad de los
LT CD8" para controlar la infeccion (Fankhauser y Starnbach 2014).

Sin duda, ambas poblaciones celulares de LT (CD4 y CD8) contribuyen a la
inmunidad contra la infeccién del tracto genital femenino por Chlamydia, existe bibliografia
que apoya tanto a los LT CD4" como a los LT CD8", independientemente uno de otro, por
su capacidad de mediar proteccion contra esta bacteria a través de la produccion de IFNy
(Nogueira y col. 2015). Es importante tener en cuenta, ademas que los LT también
participan activamente en el dafio generado en el tracto genital, como producto de la
respuesta inmune montada contra el patégeno. Por ejemplo, los LT CD8" citotoxicos han
sido fuertemente vinculados con el desarrollo de la patologia en oviducto en tracto genital
femenino. Estos hechos se sustentan en los datos obtenidos con experimentos de
deplecion de LT CD8", de perforina, o de la proteina asociada con la presentacion
antigénica TAP1, en ratones infectados con Chlamydia. En estas situaciones, se observé
una reduccion significativa en el dafio del tejido genital, sin afectar la cinética de
eliminacién bacteriana revelando un rol patogénico para los LT CD8" en la induccion del

dafio tisular (Murthy y col. 2011; Kamalakaran y col. 2013).

En las infecciones bacterianas, ademas de los LT, la inmunidad adaptativa cuenta
con la pablacion de Linfocitos B. Los LB participan activamente durante la generacién de
una respuesta inmune como CPA, como células productoras de anticuerpos, y también a
través de su capacidad de secretar citocinas que son capaces de regular las respuestas
inmunes. En los Ultimos afios, se ha descripto una poblacién de LB que a través de la

produccion de IL10 regulan negativamente las respuestas inmunes (Dilillo y col. 2010).

En relacion a los anticuerpos producidos por esta poblacién celular, la capacidad de
los mismos de proteger al hospedador durante la infeccién por Chlamydia no se encuentra
completamente dilucidada. Dentro de los mecanismos por los cuales los LB y sus
anticuerpos participarian, se puede citar a la neutralizacion de la bacteria mediada por
anticuerpos (Bartolini y col. 2013). En este sentido, se ha demostrado que la transferencia
adoptiva de anticuerpos monoclonales contra epitopes inmuno-dominantes anti MOMP, un
antigeno de membrana de Chlamydia, puede proteger a los ratones contra la infeccion en
tracto genital femenino (Cotter y col. 1995). De manera interesante, un estudio in vitro,
demostré que los anticuerpos pre-existentes contra los antigenos principales de superficie
de Chlamydia, como MOMP y LPS, pueden bloquear la unién de otros anticuerpos
protectores, como los dirigidos contra la proteina polimérfica de membrana D (PpmD). Esto

podria impedir la accion de otros anticuerpos neutralizantes potencialmente mas eficaces
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(Crane y col. 2006). Anticuerpos de isotipo IgA e IgG son capaces de neutralizar especies
de Chlamydia in vitro, y el aumento de los titulos de estos anticuerpos especificos durante
el curso de la infeccion; muchas veces, se ha asociado directamente con una mejor
eliminacion de la bacteria (Meara y col. 2014). Se piensa que la IgA secretora reduce la
infeccion al impedir directamente la unién o interaccion de la bacteria con las células
epiteliales del hospedador. En este sentido, se encontrd un incremento significativo en la
infectividad de Chlamydia cuando se evalu6 la misma en animales que no tenian IgA en el
tracto genital. Estos animales eran deficientes en el receptor de inmunoglobulina polimérica
gue es el responsable del transporte de esta inmunoglobulina hacia el lumen del tracto
(Cunningham y Beagley 2008). El potencial rol neutralizante de la IgG especifica para
Chlamydia parece ser independiente de la agregacion y de la induccién del complemento
(Caldwell y Perry 1982). Otro mecanismo por el cual los anticuerpos podrian actuar, es la
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos, en donde anticuerpos especificos se unen a
células blanco para posteriormente generar su lisis. Se ha demostrado que ratones
deficientes en receptores para la fraccion constante (Fc) de los anticuerpos, evidenciaron
un aumento en la carga bacteriana en el tracto genital femenino después de re-infectarlos
con este patdgeno, lo que indicaria la posible participacion de la citotoxicidad celular
dependiente de IgG, la opsonizacién y la fagocitosis por macréfagos (Moore y col. 2002).
Ademas, los LB colaboran en la formacién de complejos inmunes (antigeno-anticuerpo)
que terminan por unirse a receptores expresados sobre las CPA. Esto aumentaria la
fagocitosis de Chlamydia y la presentacion a LT CD4" (Igietseme y col. 2004).

A pesar de que durante la infeccion se producen anticuerpos especificos, desde
hace mucho tiempo se ha asociado a los LB con una pobre o baja participacion en la
eliminacion de Chlamydia durante una infeccion primaria. Algunos datos experimentales
apoyan la idea de que los anticuerpos serian importantes en la proteccion frente a una
segunda exposicién al patégeno. Con el objeto de apoyar esta idea, se realizé un estudio
en donde se demostr6 que la transferencia pasiva de suero de un ratén infectado por
Chlamydia a un raton deficiente en LB, le confirid6 proteccién completa frente una re-
infeccion en ausencia de la inmunidad mediada por LT (Morrison y Morrison 2005). En un
esfuerzo por establecer la contribucién de las distintas poblaciones de la inmunidad
adaptativa que podrian actuar frente a una re-infeccion por Chlamydia, algunos
investigadores llevaron a cabo una serie de experimentos eliminando LT CD4", CD8", o
ambas poblaciones y se demostré que cuando la inmunidad mediada por anticuerpos esta
intacta, ninguna de estas poblaciones son absolutamente necesarias para la resolucion de
una re-infeccion por este microorganismo. Por otra parte, cuando se realizaron

experimentos similares en ratones deficientes en LB, estos ratones fueron incapaces de
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resolver esta infeccién sélo en ausencia de LT CD4" (Morrison y Morrison 2001). De esta
manera la importancia de los LB como productores de anticuerpos ha sido demostrada en
la re-infeccién por C. trachomatis, mientras que su rol y el de los anticuerpos en la primo-

infeccién no se encuentra dilucidado.

Menos aun se conoce a cerca del rol de otras actividades funcionales de los LB en
la respuesta contra C. trachomatis. Recientemente, los LB reguladores se han descripto
como un subtipo de LB que modulan las respuestas inmunes en numerosas infecciones
bacterianas principalmente mediante la produccion de IL10 (Lee y Kung 2012). Sin
embargo, en la infecciéon por Chlamydia se desconoce si esta poblacién de LB reguladores

tienen alguna participacion.

En conjunto, estos hallazgos demuestran que la resolucién de la infeccién primaria
de tracto femenino por Chlamydia seria dependiente de la respuesta proporcionada
principalmente por LT CD4" Thl y que los LB a través de la produccion de anticuerpos
tendrian una activa participacion durante la re-infeccién. La participacién de los LB como
células productoras de citocinas que modulen la respuesta inmune en la infeccién por C.

trachomatis ha sido, hasta ahora, escasamente explorada.

Chlamydia y sus mecanismos de evasion de la respuesta inmune

Como se describié6 con anterioridad, durante la infeccion del tracto genital por
Chlamydia, se genera una respuesta inflamatoria. Previamente mencionamos que en
ciertos individuos, C. trachomatis puede persistir asintomaticamente por muchos meses
antes de ser completamente eliminada (Parks y col. 1997; Golden y col. 2000). Un area de
intensa investigacion actualmente, se centra en estudiar los mecanismos que esta bacteria

seria capaz de utilizar para desarrollar infecciones persistentes.

Distintos investigadores han descripto una amplia variedad de estrategias que
Chlamydia podria usar para desestabilizar la respuesta inmune del hospedador (Bastidas y
col. 2013) y persistir por largos periodos de tiempo. Una de estas estrategias es la
capacidad de Chlamydia de bloquear la via de activaciéon del factor NF-kB. Se ha
observado que esta bacteria bloquea la degradacion de un factor de inhibicién de NF-kB y
con ello impide la translocaciéon de NF-kB al nucleo. Esta actividad ha sido atribuida a las
proteinas ChlaDubl y ChlaDub?2 las cuales interfieren con las vias de ubiquitinacién celular
(Misaghi y col. 2006). Se ha demostrado que Chlamydia también bloquea la activacion de
NF-kB directamente a través de la protedlisis de la subunidad p65/RelA. Esta capacidad ha

sido atribuida a la proteina de Chlamydia CPAF (Chlamydial protease-like activity factor)
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(Christian y col. 2010). Debido a que NF-kB es un factor crucial en las vias de induccion de
mediadores inflamatorios, la estrategia de Chlamydia por este camino es bloquear la
induccién de mediadores inflamatorios y con ello generar una inflamacién menor con

menor reclutamiento de células inmunes efectoras que podrian eliminarla.

Se ha reportado que Chlamydia también ha desarrollado un mecanismo para limitar
el reconocimiento de PAMPs garantizando la estabilidad de la inclusion durante los
estadios intracelulares de la infeccion. Esto lo logra mediante la reorganizacion de actina y
filamentos intermedios en la periferia de la inclusion clamidial, evitando asi la fuga de
contenidos de la inclusién al citoplasma, lo que seria detectado por la célula hospedador y
culminaria con la induccién de la quimiocina IL8, entre otras (Kumar y Valdivia 2008). La
estrategia de Chlamydia, mediante esta via, es bloquear la inducciéon quimiocinas y el

reclutamiento de células inmunes.

Se ha demostrado, ademas, que Chlamydia ha desarrollado estrategias que le
permiten limitar su deteccion por parte de LT CD4" y CD8". Esto lo hace también a través
de la proteina CPAF, promoviendo la degradacion de los factores RFX5 y USF-1
reguladores de la induccion de los genes del MHC tipo | y Il mediada por IFNy (Germain,
1994). La proteina CPAF de Chlamydia también estimula la degradacién de las moléculas
CD1d y de proteinas MHC-like involucradas en la estimulacién de células NK y NKT
(Kawana y col. 2007, 2008). La proteina CPAF también es capaz de clivar un grupo de
proteinas secretadas por la misma bacteria cercenando la habilidad de estos antigenos
para la presentacion antigénica (Jorgensen y col. 2011). De esta manera, al bloquear la
induccién de moléculas involucradas en la presentacion antigénica, como moléculas del
MHC, CD1d y otras y también bloquear la disponibilidad de antigenos para la presentacién

antigénica, la bacteria se hace menos visible para la inmunidad adaptativa.

También se ha visto que Chlamydia interfiere con mdltiples vias pro-apoptéticas y
necréticas garantizando su sobrevida en la célula hospedador (Yu y col. 2010). Esto lo
haria mediante la degradacion, mediada por CPAF de las proteinas pro-apoptoéticas Bad,
Bim y Puma (Pirbhai y col. 2006). Se ha reportado ademas que la bacteria promueve la
estabilizacidon de inhibidores apopt6ticos como la proteina IHF-1a y la induccion de factores

de sobrevida como Mcl-1(Sharma y col. 2011).

Como se menciono anteriormente, las respuestas Th1 y el IFNy son claves para la
eliminacion de esta bacteria intracelular. Sin embargo Chlamydia es capaz de desarrollar
formas persistentes en presencia de IFNy. Se ha demostrado que el IFNy induce la
deplecién de triptéfano mediante la induccién de la enzima IDO. La deplecion de triptéfano

es perjudicial para esta bacteria ya que se trata de un aminoacido esencial para su
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crecimiento. En esta situacion, Chlamydia induce la expresién de triptéfano sintetasa con la
que puede sintetizarlo y ser rescatada de la inanicion de triptéfano. En esta situacion de
estrés la bacteria forma los cuerpos aberrantes (CA), también llamados formas o estados
persistentes (Meara y col. 2014). Esta situacion ha sido descripta para C. trachomatis, pero
no para la especie C. muridarum, ya que esta Ultima carece de la enzima triptéfano
sintetasa. De esta manera, aunque las células del sistema inmune liberen IFNy en el sitio,

la bacteria tiene la capacidad de persistir.

Ademas de los mecanismos antes descriptos, distintos investigadores han sugerido
gue Chlamydia es capaz de regular la repuesta inmune del hospedador mediante la
modulacion de la expresion de citocinas anti-inflamatorias (Batteiger y col. 2010; Hakimi y
col. 2014b). Algunos estudios indican que el desbalance en la produccién de IL10 puede
estar asociado al desarrollo o establecimiento de infecciones crénicas. En este sentido, se
ha reportado la producciéon de IL10 durante la infecciébn por Chlamydia (del Rio y col.
2013). La induccién de la citocina anti-inflamatoria IL10 durante la infeccion podria tener
efectos beneficiosos y perjudiciales. Su produccion podria favorecer la tolerancia contra
antigenos propios liberados durante la infeccién en el tracto genital y ayudar a alcanzar la
homeostasis inmune después de la eliminacién de Chlamydia (Hakimi y col. 2013). Por otra
parte, la produccion de IL10 podria inhibir la generacion de respuestas que involucren IFNy
y otras citocinas reguladas por IL10.

La IL10 es la principal citocina anti-inflamatoria, y es producida por diversos tipos
celulares que constituyen el sistema inmune, entre los que podemos mencionar a LT
regulatorios, LTh2, LB, macrofagos activados y otras poblaciones (Zhang, 2013). Existen
dos factores de transcripcion que son importantes para la regulacion de la expresion de
IL10 por parte de las células inmunes, el factor SP1 y el factor SP3. El gen de IL10 esta
localizado en la posicion 1g31-1g32 y tiene aproximadamente 5,2 kB. Esta compuesto por
cinco exones que codifican para una proteina de 178 aminoacidos llamada pro-IL10
(Hakimi y col. 2014b). Esta pro-IL10 necesita clivarse para ser activada y tener la
capacidad de interactuar con su receptor (IL1OR). La interaccién entre IL10/IL10R produce
la activacion de varias cascadas intracelulares. Al tratarse de una citocina con
caracteristicas regulatorias, actlia reduciendo las funciones inflamatorias de varios tipos
celulares como LThl, LTh2, LB, NK, macrofagos y CD (Sabat y col. 2010; Scapini y col.
2011). Como se mencion6 anteriormente, las fases tempranas de una infeccién son las
etapas claves en las cuales la inflamacién y la respuesta regulatoria y/o de memoria son
preferencialmente inducidas (Duell y col. 2012). La calidad de la respuesta inmune que se
logre montar durante esta ventana de tiempo sera la que determinara el curso de la

infeccion. Recientes estudios indican que niveles elevados de IL10 en etapas tempranas
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de la infeccion pueden dirigir el desarrollo de la respuesta inmune celular hacia una
respuesta mas bien del tipo regulatoria. Debido a esto, una produccion a tiempos
inapropiados o en niveles elevados de esta citocina podria alterar la eliminaciéon del

patégeno y por lo tanto llevar a infecciones persistentes.

Algunos estudios han demostrado que IL10 suprime la expresion de moléculas pro-
inflamatorias que estan asociadas con la eliminacion de Chlamydia. En este sentido, se
observé que la adicién de IL10 exdgena es capaz de inhibir la secrecion de TNFa, IL6 e
IL8 por parte de células epiteliales y macréfagos humanos infectados con esta bacteria
(Gupta y col. 2009). Otros reportes han demostrado que esta citocina se encuentra
aumentada durante el curso de la infeccién. Por ejemplo, se ha visto que los niveles de
expresion de IL10 se encontraban significativamente incrementados en el semen de
pacientes que padecian infeccién por C. trachomatis, en comparacion con los niveles de
expresion de 1L10 en individuos sanos. Gupta y col. han demostrado que linfocitos CD4"
cervicales provenientes de mujeres infértiles infectadas por esta bacteria luego de ser
estimulados con antigenos de Chlamydia, producian mayores niveles de IL10 cuando se
los compard con las concentraciones de estas citocinas presentes en sobrenadantes de
mujeres no infectadas o de mujeres fértiles infectadas por C. trachomatis. Por otra parte, la
estimulacion de CMN de sangre periférica (PBMCs) de mujeres infectadas con este
patdgeno produjo mayores niveles de IL10 que PBMCs provenientes de mujeres sanas
(Gupta y col. 2009). En varios estudios similares, realizados con células inmunes derivadas
de pacientes infectados por Chlamydia spp, se ha podido observar el mismo efecto (Hakimi
y col. 2014b). Ademas, se ha demostrado que proteinas de Chlamydia como HSP60 y
MOMP inducen la liberacion de IL10 en cultivos de PBMCs aisladas de mujeres infértiles
(Kinnunen y col. 2003; Vats y col. 2007). En los estudios que involucran cultivos de PBMCs
se podria pensar que la liberacion de IL10 podria provenir de monocitos, LT regulatorios o
de LB. En todos estos casos antes citados se han observado niveles elevados de IL10,
pero en ningln caso se ha analizado que tipo celular es el responsable de este aumento.
Se ha sugerido, ademas, que polimorfismos en el gen de IL10 asociados a diferente
expresion de esta citocina podrian ser considerados factores de riesgo para la persistencia

de la infeccion (Ohman y col. 2006).

En relacion a modelos de infeccion en ratones, también existen reportes que
muestran incrementos en la citocina IL10 en el curso de la infeccion. Campbell y col. han
reportado que la inoculacion intranasal con C. pneumoniae resulta en un incremento en los
niveles seéricos de IL10 en ratones C57BL/6 (Campbell y col. 2010). En el modelo de
infeccion de tracto femenino, se ha demostrado que el tracto genital inferior se encuentra

provisto de CD secretoras de IL10 que concomitantemente inducen una pobre respuesta
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Thl (Marks y col. 2010). De manera que distintos datos muestran incrementos en I1L10
durante la infeccion por Chlamydia; sin embargo, no existe en la bibliografia un analisis en
relacion a que tipos celulares estéan involucrados y menos aun respecto a si este aumento

tiene un rol critico en la eliminacion de la bacteria.

Linfocitos productores de I1L10

Como se menciond anteriormente, la IL10 puede ser producida por distintas
poblaciones de células inmunes. Tanto los LT como los LB pueden producir IL10 y se han
descripto sub-poblaciones de LT y de LB cuya principal funcién es la de regular las
respuestas inmunes a través de la secrecion de IL10.

Para el caso de los LT, a esta sub-poblacion se la denomina linfocitos T regulatorios
tipo 1 (Trl) la cual tiene un papel importante en la promocion y el mantenimiento de la
tolerancia y el principal mecanismo por el cual esta poblacion controla la respuesta inmune
es a través de la secrecion de altos niveles de IL10. Los LTrl se diferencian de las clasicas
Treg Foxp3® por la falta de expresion del factor Foxp3 y la expresion del factor de
transcripciébn cMaf. Recientemente, se han identificado a las moléculas CD49b y LAG3
como biomarcadores Trl especificos en linfocitos humanos y murinos. Ademas de ejercer
su accion regulatoria mediante 1L10, se ha descripto que los linfocitos Trl liberan
granzimas y perforinas y lisan células mieloides. Los LTrl inhiben las respuestas de otras
poblaciones de linfocitos T mediante mecanismos dependientes de contacto y via CTLA4 o
PD1 (Roncarolo y col. 2014).

En el caso de los LB, ademas de actuar como CPA y de secretar anticuerpos, se
han descripto sub-poblaciones de LB productores de IL10 con capacidad regulatoria. Estas
poblaciones de LB regulatorios no poseen un fenotipo caracteristico y no expresan factores
de transcripcion caracteristicos. En ratones, se han identificado tres sub-poblaciones
principales de LB maduros: LB2 foliculares, LB1 (incluyen a los CD5" Bla y CD5 Blb) y
los LB de Zona Marginal (LB de ZM) (Candando y col. 2014). Las funciones reguladoras
antes mencionadas se han descripto principalmente para las poblaciones celulares que
poseen marcadores de superficie expresados en LB1 y en LB de ZM. Los B2 son los
responsables de la respuesta frente a antigenos timo dependientes y con la colaboracién
de LT forman los centros germinales y generan los anticuerpos de alta afinidad. Los B1 y
los LB de ZM responden rapidamente a antigenos timo independientes, producen
anticuerpos de baja afinidad y reactividad amplia y ademés poseen una diversidad limitada
en sus receptores BCRs. Por estas caracteristicas se los ha llamado LB innatos (LBI)
(Zhang, 2013).
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Los LBI producen anticuerpos poli-reactivos, auto-reactivos y con capacidad de
reconocer estructuras conservadas entre las especies. Generalmente, estos LBIs
presentan ciertas caracteristicas comunes: son la mayor fuente de anticuerpos naturales
en estado basal, expresan altos niveles de IgM y bajos niveles de IgD en su superficie,
muestran una pobre activacion via BCR seguida del entrecruzamiento de
inmunoglobulinas, y son capaces de activarse después de una estimulacion del tipo innata
(Zhang 2013). Estos LBI se activan a través de receptores PRRs, como los TLR que son
activados por patégenos microbianos, y asi producen grandes cantidades de anticuerpos
naturales, principalmente del tipo IgM, generando de esta forma una defensa temprana
critica contra infecciones. Se ha reportado que LPS o CpG pueden estimular a través de
TLR4 o TLR9 respectivamente, a las poblaciones de LB1 y LB de ZM a producir grandes
cantidades de IgM (Gunn y Brewer 2006). En experimentos in vivo, la inyeccién intra-
peritoneal de LPS o bacterias, genera que LB1 migren rapidamente al bazo y se
diferencien a LB productores de IgM (Ha y col. 2006; Yang y col. 2007). En otro estudio, se
describié que la inoculacion endovenosa de Streptococcus pneumoniae fue capaz de que
LB1 y LB de ZM se activen y se diferencien a LB productores de IgM dentro de los 3 dias
de producido el desafio con el patdégeno (Martin y col. 2001). Cabe destacar que, ademas
de activarse y secretar IgM, estos linfocitos pueden cumplir funciones regulatorias

mediante la produccién de elevados niveles de IL10.

La funcién regulatoria de los LB fue demostrada primero en modelos murinos de
autoinmunidad (Wolf y col. 1996; Fillatreau y col. 2002; Mauri y col. 2003), y en modelos
murinos de enfermedades inflamatorias (Mizoguchi y col. 2002). En el afio 2006, se
introdujo en la comunidad cientifica el término de “LB regulatorios” (Breg) para agrupar a
estas poblaciones de LB que mostraban funciones regulatorias (Mizoguchi y Bhan 2006).
Se ha reportado, ademas, que distintos tipos de microbios, tanto parasitos como bacterias,
son capaces de estimular a las LBIs para que produzcan IL10, y de esta forma estas Breg
pueden ejercer una funcion regulatoria durante el curso de la infeccién. Hasta el momento,
s6lo unos pocos estudios han abordado el papel de Bregs en las infecciones bacterianas.
Por ejemplo, se ha demostrado que Salmonella typhimurium puede estimular directamente
las células B para producir IL10 de manera MyD88 y TLR2/4 dependiente (Neves y col.
2010). Se observé que después de una infeccidn intravenosa con S. typhimurium, se
detectaron LB productores de IL10 en el bazo a tiempos tempranos pos-infeccion. La
rapidez de esta respuesta sugiri6 que S. typhimurium activaba una poblacién de LBIs, a
pesar de que su fenotipo no fue descripto con detalle en ese trabajo. Utilizando ratones
quiméricos que tenian LB deficientes para la molécula adaptadora MyD88 o IL10 se

demostré que la produccion de IL10 por LB activados de forma innata era capaz de
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suprimir la inmunidad protectora contra S. typhimurium. En estos ratones, que carecian de
LB productores de IL10, se reclutaron mayores niveles de neutrdfilos y se generd una
fuerte respuesta Thl (Neves y col. 2010). Recientemente, se ha demostrado que Listeria
monocytogenes puede estimular a los LB de ZM para producir grandes cantidades de IL10
a través de TLR2/4, y que la IL10 derivada de los LB de ZM inhibia la inmunidad innata
contra esta bacteria y aumentaba la susceptibilidad del hospedador a la infeccion con la
misma (Lee y Kung 2012). De esta manera, se ha reportado que IL10 y mas precisamente
la producida por LB en etapas tempranas de la infeccién bacteriana influencia de manera
negativa la inmunidad, produciendo una modulacién de la respuesta innata y adaptativa y
favoreciendo la permanencia de la bacteria por mas tiempo en el hospedador.

Como se expresé anteriormente, durante el curso de la infeccion por Chlamydia se
ha observado produccion de IL10, con datos que muestran una asociacién entre la
presencia de esta citocina y el aumento de la sobrevida de esta bacteria en el tracto
genital. Sin embargo, hasta el presente, no se ha documentado que durante la infeccion
por Chlamydia se induzcan linfocitos productores de IL10 Trl o Breg que secreten esta

citocina regulatoria.
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes previos de nuestro grupo y los

antecedentes bibliogréaficos, se plantearon los siguientes objetivos:

Obijetivos especificos

|- Estudiar el curso de la infeccion por C. muridarum en el TUGM y la

respuesta inmune innata y adaptativa generadas por la infeccion.

lI- Estudiar el rol de la citocina anti-inflamatoria IL10 en el curso de la
infeccién del TUGM por C. muridarum, la fuente celular de la misma, su posible rol
modulador de la respuesta inmune y sus consecuencias sobre la eliminacion

bacteriana.
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I. Infeccién del TUGM por C. muridarum vy la respuesta inmune generada en
ratones NOD

I.1 Presencia de ADN de Chlamydia durante el curso de la infeccién murina

Como se menciond anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se han desarrollado
modelos de infeccién in vitro de células epiteliales prostaticas, y también modelos de
infeccién in vivo del TUGM con C. muridarum. Para ello, se inocularon en el meato urinario
de ratas macho, simulando de esta manera la via de ingreso natural que usa Chlamydia
para infectar el tracto genital. Nuestros resultados previos en el modelo en ratas
demostraron que la bacteria producia una infeccién ascendente, mostrando especial

tropismo por la glandula prostéatica a tiempos tardios pi.

Con el objetivo de estudiar y describir el curso de la infeccibn del TUGM en
modelos murinos, en el presente trabajo de tesis se infectd a un grupo de ratones de la
cepa NOD, como se mencioné anteriormente. Se eligié esta cepa de ratones debido a que
en nuestro grupo de trabajo se demostré previamente que la cepa NOD desarrolla
inflamacién prostatica con la edad y es mas susceptible a desarrollar prostatitis crénicas
autoinmunes en comparacion con otras cepas de ratones como las cepas C57BL/6 y
BALB/c (Motrich y col. 2007). Luego de la inoculacién de los animales, los mismos se
sacrificaron a distintos tiempos pi, se obtuvieron los 6rganos del tracto urogenital y se

determind la presencia de ADN bacteriano mediante el uso de PCR convencional.
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Figura 3: Deteccion de C. muridarum en distintos érganos del TUGM. En el grafico se ha representado el

porcentaje de tejidos positivos para C. muridarum, es decir, tejidos donde se pudo detectar por PCR el ADN de esta bacteria
(gen OMP1). La deteccion fue realizada para cada tejido a distintos tiempos pos-infeccion. Préstata n = 20, Uretra n = 10,
Vejiga y testiculo n = 10. ND = No detectado, Cm = C. muridarum. El grafico es representativo de tres experimentos

individuales.
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Como se puede observar en la Figura 3, al investigar la presencia de ADN
bacteriano, a distintos tiempos pi, pudimos demostrar que en ratones NOD la bacteria
desarrolla una infeccién ascendente a lo largo del TUGM. La uretra y la vejiga evidenciaron
una cinética de presencia bacteriana muy similar, con un maximo de deteccion de C.
muridarum a tiempos tempranos (4 y 7 dpi), mientras que a tiempos tardios (80 dpi) no se
observo presencia de ADN bacteriano en estos tejidos. Al analizar la presencia de ADN de
C. muridarum en prostata, se detect6 ADN bacteriano a tiempos tempranos y también este
patégeno pudo ser detectado por mas tiempo durante el curso de la infeccién. Aun a 80 dpi
se pudo revelar la presencia de ADN de C. muridarum en el 50% de los tejidos prostaticos
analizados. Estos resultados indican que la bacteria posee capacidad de permanecer mas
tiempo infectando préstata. Por Ultimo, cabe destacar que en tejido testicular, C. muridarum
pudo ser detectada sélo a 14 dpi. De esta manera, pudimos concluir que Chlamydia, en el
modelo de infeccion en ratones NOD, puede infectar de manera ascendente diferentes

6rganos que componen el TUGM y permanecer por mas tiempo en préstata.

Ademas de analizar qué 6rganos presentaban ADN de C. muridarum en nuestro
modelo experimental, nos interesé determinar la carga bacteriana en estos tejidos para
poder caracterizar mejor la cinética de eliminacion bacteriana. Para ello mediante PCR
convencional semi-cuantitativa, se determiné la carga bacteriana en dos tejidos del TUGM:
en la uretra como tejido del tracto urogenital inferior y en la préstata como 6rgano

perteneciente al tracto urogenital superior (Figura 4).
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Figura 4: Carga bacteriana durante el curso de la infeccion de ratones NOD por C. muridarum. A) PCR
convencional semi-cuantitativa en uretra y préstata. Cada individuo esta representado por un punto y la linea indica la media
de esos datos, representativos de dos experimentos independientes con resultados muy similares. B) PCR en tiempo real en
los mismos tejidos. Valores de expresion relativa de OMP1 en funcién a eEF2 (gen utilizado como control endégeno). Se
muestran como la media + SEM, n = 5, el grafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy
similares. Valores de * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 fueron considerados estadisticamente significativos, ns = no
significativo.
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Los resultados que se obtuvieron en estos experimentos demuestran que ambos
tejidos presentaban una carga bacteriana similar a tiempos tempranos (7 dpi), con un
incremento cercano a 8 veces en relacion al control endégeno. Sin embargo, a los 30 dpi,
la carga bacteriana en uretra disminuy6 de forma significativa en comparacion con lo que
ocurria en prostata (Figura 4A).

Con el mismo objetivo, se realiz6 una PCR en tiempo real, abarcando varios
tiempos pi. Los resultados de estos experimentos demostraron que la eliminacion de la
bacteria ocurri6 mucho mas répido en la uretra comparando con lo que se observé en
prostata. La méaxima carga bacteriana medida en uretra se observé a los 7 dpi, mientras
que en la préstata esto ocurri6 a los 14 dpi. A tiempos tardios pi (45 y 80 dpi), C.
muridarum se encontré Unicamente en el tejido prostatico (Figura 4B). Estos resultados
indican que esta bacteria permanece por mas tiempo y en mayor cantidad infectando la

préstata en el modelo desarrollado en ratones NOD.

[.2 Infiltrado inflamatorio en el TUGM durante el curso de la infeccion por C.
muridarum

En el modelo experimental de ratas de la cepa Wistar se habia observado,
mediante histologia, una alta incidencia de infiltrado inflamatorio intersticial en préstata y
otros tejidos del TUGM (MacKern-Oberti y col. 2011c). Para continuar describiendo el
modelo de infeccion murino utilizado, decidimos evaluar la presencia de infiltrado
inflamatorio en el TUGM luego de la infeccién por C. muridarum. Para ello, ratones NOD
machos se infectaron y se determind, mediante citometria de flujo, la cantidad de células

leucocitarias CD45" que estaban infiltrando cada tejido (Figura 5).
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Figura 5: Infiltrado inflamatorio en el TUGM de ratones NOD infectados con C. muridarum. En los graficos
esta representado el porcentaje de leucocitos (CD45") infiltrando cada tejido a los 7 y 30 dpi. Las barras blancas
corresponden al grupo control y las barras negras al grupo infectado. La deteccion de células CD45" fue realizada mediante
citometria de flujo. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 6, el gréafico es representativo de dos experimentos
independientes con resultados muy similares. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron considerados estadisticamente
significativos respecto al grupo control.
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Como se muestra en la Figura 5, se observé una baja proporcion de células CD45"
leucocitarias en los tres tejidos analizados de los ratones controles no infectados,
tratandose probablemente de leucocitos residentes. Al analizar tejidos del TUGM de
ratones infectados por C. muridarum, se encontraron mayores porcentajes de células
CD45" a los 7 dpi en uretra, vejiga y prdstata, cuando se comparé con los valores
observados en ratones del grupo control. Las proporciones de células CD45" a tiempos
posteriores (30 dpi) fueron también significativamente mayores en uretra y en préstata,
pero no en vejiga (Figura 5). Los resultados mostraron que el porcentaje de leucocitos
infiltrantes disminuye a medida que transcurre el tiempo, y que esta reduccion del infiltrado
fue mas acentuada en uretra que en préstata. Correlacionando con los resultados
presentados anteriormente, se podria deducir que el infiltrado inflamatorio acompafia la

presencia de la bacteria en el tejido.

Un analisis de la cinética del infiltrado inflamatorio en el tejido prostatico a lo largo
de la infeccion indicé que la presencia de células CD45" se incrementa significativamente a
7 los dpi, alcanzando un maximo a los 14 dpi, y disminuyendo paulatinamente hasta
retornar a los valores basales a tiempos tardios (Figura 6). Teniendo en cuenta la cinética
de eliminacién bacteriana en este tejido, se observd que el infiltrado inflamatorio en
préstata presenta un perfil similar: a mayor carga bacteriana en el tejido, mayor infiltrado

inflamatorio.
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Figura 6: Leucocitos infiltrantes del tejido prostatico luego de la infecciéon de ratones NOD por C.
muridarum. En el grafico esta representado el nimero absoluto de células CD45" cada 100 ug de tejido prostatico. La
deteccion de células CD45" fue realizada mediante citometria de flujo. Las barras negras corresponden al grupo de ratones
infectados por C. muridarum y las blancas al grupo control. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 4, el gréafico es
representativo de dos experimentos independientes con resultados muy similares. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron
considerados estadisticamente significativos. Cada comparacion fue realizada entre el grupo control y el infectado para cada

tiempo analizado.
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Para conocer las poblaciones celulares que formaban parte de ese infiltrado
inflamatorio, se realizaron tinciones utilizando anticuerpos marcadores de poblaciones
inmunes caracteristicas, seguidos de andlisis por citometria de flujo. Los resultados
mostraron que las poblaciones celulares que lo componian estaban formadas
principalmente por células PMN (GR1"), siendo estas células aproximadamente la mitad de
los leucocitos que infiltraban tejido prostético. Las poblaciones celulares que seguian en
importancia fueron los linfocitos T (CD3") y los linfocitos B (CD19"). Estas dos poblaciones
fueron encontradas en cantidades comparables a lo largo de la cinética de la infeccion.
También se encontraron células CD11c" y células CD56" en menor proporciéon, mostrando
una cinética similar al resto de las poblaciones analizadas (Figura 7).
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Figura 7: Poblaciones celulares que infiltran la préstata en ratones infectados por C. muridarum. La
deteccion de células leucocitos (GR1*, CD3", CD19", CD56", CD11c") fue realizada mediante citometria de flujo. Se usaron
distintos anticuerpos para poder discriminar las diferentes poblaciones que componen el infiltrado. Los datos se muestran
como la media £+ SEM, n = 4, el gréfico es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy similares.

Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron considerados estadisticamente significativos.

En la Figura 8 se muestran graficos representativos de densidad de puntos (Dot-Plot) de
las poblaciones leucocitarias presentes en prostata de ratones controles e infectados en el
dia 14 pi. Los graficos muestran la presencia de mayor proporcién de células GR1"
(marcador de PMN), CD19" (marcador de LB) y células CD3" (marcador de LT) en préstata

de ratones infectados.
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Figura 8: Principales poblaciones que infiltran la prostata en ratones infectados por C. muridarum en el dia
14 pi. En la figura, se muestran graficos de Dot-Plot de un andlisis de citometria del tejido prostatico a 14 dpi. Los valores en
porcentaje representan la frecuencia de células para los marcadores evaluados. Este andlisis es representativo de tres

experimentos independientes con resultados muy similares, n = 5.

Andlisis realizados en cortes histol6gicos de préstata de ratones de los dos grupos
corroboraron los resultados anteriores (Figura 9). Cortes histolégicos prostaticos
coloreados con Hematoxilina-Eosina mostraron agrupaciones de CMN principalmente
cercanas a vasos sanguineos. Estudios realizados mediante inmuno-histoquimica
utilizando anticuerpos contra la molécula CD45, revelaron los mismos resultados: mayores

cantidades de células leucocitarias CD45" en prostata de ratones infectados (Figura 9).
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Figura 9: Histologia del tejido Prostéatico de ratones NOD infectados por C. muridarum. Los cortes histol6gicos
fueron realizados a partir de las prostatas de animales infectados a 14 dpi y de animales controles. Las flechas indican la
presencia del infiltrado inflamatorio perivascular. En el margen izquierdo se muestran cortes coloreados con Hematoxilina-
Eosina (H-E), a la derecha cortes en los que se ha realizado una Inmunohistoquimica (IHQ), utilizando el anticuerpo anti
CD45 para evaluar presencia de leucocitos. Las imagenes son representativas de dos experimentos independientes con

resultados similares, n = 6.

36



Sanchez, LR Resultados

Estos resultados demostraron, por distintas metodologias, que la infeccion del
TUGM por C. muridarum induce el reclutamiento de células inmunes que infiltran las

glandulas prostéticas de ratones NOD.

En distintos modelos experimentales, se ha demostrado que las células
leucocitarias migran a los tejidos infectados guiadas por gradientes de quimiocinas
secretadas en los mismos tejidos. Hasta este momento, se han reportado
aproximadamente 50 quimiocinas y se conoce que las células epiteliales del TUGM son
fuente de quimiocinas luego de la infeccion por distintos patégenos. Debido a que
observamos el reclutamiento de células leucocitarias en préstata de ratones infectados con

C. muridarum, analizamos la expresion de distintas quimiocinas a tiempos tempranos pi (7
dpi).
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Figura 10: Quimiocinas expresadas en el tejido prostatico de ratones NOD infectados por C. muridarum.
Tejido prostatico obtenido en el dia 7 pi de animales infectados (barras negras) y de ratones del grupo control (barras
blancas) fue sometido a disgregacion segun se indica en la seccién de materiales y métodos. Las determinaciones fueron
realizadas mediante un array de proteinas. Cada membrana del array fue incubada con 300 ug de un pool de 5 préstatas de
cada grupo experimental. Los datos se muestran como la media + SEM. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron consideradas
estadisticamente significativos.

En la Figura 10, se muestra la expresion de quimiocinas en préstata de ratones
controles e infectados, en muestras de tejido obtenidas a los 7 dpi. Se observo que
guimiocinas como CCL2, CCL3, CCL12 y CCL19 no mostraban diferencias cuando se
comparo con los valores hallados en prostata de ratones controles. Para las quimiocinas
CCL5 (RANTES), CCL17 (TARC), CXCL1 (KC) y CXCL2 (MIP-2) se observaron valores
significativamente mayores en comparacion con niveles presentes en prostata de ratones
controles. Finalmente, las quimiocinas CCL21 y CCL27 mostraron una tendencia a valores

mayores, pero los mismos no fueron estadisticamente significativos. Es importante aclarar
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que se ha reportado que algunas de estas quimiocinas, como CXCL1 y CXCL2, estan
implicadas en el reclutamiento de células PMN, por lo que su incremento podria explicar,

en parte, el infiltrado de células GR1" observado en prostata de ratones infectados.

I.3 Sintomatologia asociada a la inflamacién durante la infeccién por C. muridarum

La bibliografia indica que la presencia de inflamacién en prostata se acompafia de
diversa sintomatologia, entre las que el dolor pélvico es uno de los signos mas
caracteristicos. En modelos de inflamacién prostatica debido a la autoinmunidad, se han
utilizado métodos que permiten evaluar la presencia y el grado de dolor pélvico asociado a
la inflamacion prostéatica (Rudick y col. 2008). Teniendo en cuenta el infiltrado inflamatorio
observado durante la infeccion del TUGM por C. muridarum, nos propusimos evaluar la
presencia de dolor pélvico durante la infeccién por este patdgeno. Para ello, se realizé una
prueba de comportamiento en ratones NOD infectados y controles en la cual se evalla la

alodinia tactil mediante la estimulacion mecanica con filamentos de von Frey en la regién

pelviana.
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Figura 11: Dolor pélvico durante el curso de la infeccion de ratones NOD por C. muridarum. Como medida del
dolor pélvico se evalud la alodinia tactil a partir de la estimulacion mecénica de la region pélvica usando los filamentos de von
Frey, aplicando 5 fuerzas calibradas. Esta estimulacién mecanica fue aplicada tanto al grupo control como al grupo infectado
a distintos dpi. Los datos se muestran como la media del porcentaje de frecuencia de respuesta + SEM (por ejemplo, 5
respuestas de 10 = 50%), n = 6, el grafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy
similares. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Los resultados indicaron que en el dia 4 pi los animales infectados evidenciaron
mayor intensidad de dolor pélvico cuando se compard con la respuesta observada en
ratones controles (Figura 11). A medida que transcurri6 la cinética de infeccion, el dolor se
hizo menos aparente, llegando a no presentar diferencias estadisticamente significativas
con el grupo de animales control a los 14 dpi. Estos resultados evidenciaron la presencia
de dolor a tiempos tempranos pi.

I.4 Respuesta inmune especifica durante el curso de la infeccion del TUGM por C.

muridarum

Es conocido que la respuesta inmune humoral es importante para controlar distintos
tipos de infecciones generadas por bacterias. En la infeccién del tracto femenino se ha
demostrado que se induce una respuesta de anticuerpos especificos luego del primer
contacto con Chlamydia, aunque estos anticuerpos no parecen tener rol protector en la
infeccion primaria. Ademas de analizar la participacion de células leucocitarias infiltrantes
durante la infeccion del TUGM por C. muridarum, se evalud la presencia o generacion de
anticuerpos especificos para antigenos de Chlamydia. Para ello, se obtuvieron muestras
de suero de ratones infectados y controles a diferentes tiempos pi, y se analizaron por
ELISA e Inmunofluorescencia indirecta (IFI) para evaluar la presencia de anticuerpos

especificos dirigidos contra antigenos de esta bacteria.
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Figura 12: Cinética de anticuerpos IgG especificos para HSP60 en suero de ratones NOD infectados por C.
muridarum. Los anticuerpos fueron medidos en el suero (dilucion 1/100) de los ratones del grupo control e infectado a
distintos dpi con la técnica de ELISA indirecto. Los valores son representados como densidad 6ptica de la lectura (DO) leidos
a 450 nm. Cada punto corresponde a una variable individual y la linea corresponde a la media de esos valores. El grafico es
representativo de cuatro experimentos independientes con resultados muy similares. Valores de ** p<0,01; *** p<0,001 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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Como se puede observar en la Figura 12, en los animales infectados,
aproximadamente a partir del dia 15 pi se empezaron a detectar incrementos significativos
de anticuerpos de isotipo IgG especificos para la proteina HSP60, un antigeno
inmunogénico de esta bacteria. Los niveles de anticuerpos anti HSP60 aumentaron a
medida que transcurria el tiempo pi. Ademas, se observé una gran dispersion de los
niveles de estos anticuerpos especificos, en el suero de los ratones infectados, para cada
punto de la cinética de la infeccion evaluado. Se realizaron también ensayos de IFl,
mediante los cuales se pudo evaluar la presencia de anticuerpos especificos para diversos
antigenos de C. muridarum, ya que la monocapa celular que se us6 como sustrato para el

ensayo de IFI estaba formada por células infectadas con C. muridarum completa.

A & B
algGt-FITC DAPI
* *Kkk *% 6
—_ | K
2 oo o e
£ . ooo ooo CC)
& | —o— _ o @)
L ooo ooo
oo ™
24 eeeee [ n] o = ]n] =
_sswss  OOOO g
R oy (= [n]
. 0 dpi 7 dpi 30 dpi 60 dpi

Figura 13: Cinética de anticuerpos IgG especificos para C. muridarum en el suero de ratones NOD
infectados por esta bacteria. Los anticuerpos fueron medidos en el suero de los ratones del grupo control e infectado a
distintos dpi mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Los valores son representados como el Log;, del titulo. Cada punto
corresponde a una variable individual y la linea corresponde a la media de esos valores. B) Imagenes representativas del
ensayo de inmunofluorescencia, las flechas verdes indican la presencia de 1gG anti Chlamydia. Anticuerpo especifico para la
IgG total de raton conjugado a FITC (algGt-FITC); DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol). El grafico es representativo de dos
experimentos independientes con resultados similares. Valores de ** p<0,01; ** p<0,001 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Los resultados presentados en la Figura 13 indicaron que los anticuerpos
especificos contra C. muridarum no fueron detectables a los 7 dpi por IFIl, pero pudieron
observarse niveles significativamente aumentados en suero de ratones infectados a los 30
y 60 dpi. Estos resultados confirmaron los datos obtenidos de anticuerpos anti HSP60

mediante la técnica de ELISA.

Estos resultados nos permiten concluir que los ratones NOD, luego de ser

infectados en el TUGM por C. muridarum, son capaces de montar una respuesta inmune
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humoral incrementando los titulos de anticuerpos especificos contra la bacteria. Sin
embargo creemos que esta respuesta humoral puede encontrarse demorada o reducida en

funcién a los resultados obtenidos.

Debido a que numerosas publicaciones han indicado que la respuesta celular
mediada por linfocitos T cooperadores es fundamental para inducir inmunidad protectora
contra la infecciéon del tracto femenino por C. muridarum (Morrison and Morrison, 2000;
Rank y col. 2000), se decidié evaluar si la infeccion del TUGM producia la generacion de
LT especificos de antigeno. Para ello, realizamos ensayos de activacion de células CMN
de bazo y de nddulos drenantes de préstata que fueron expuestas in vitro a C. muridarum
inactivada. Las CMN de bazo se componen principalmente por LT y LB, que de ser
especificas y al ser estimuladas con antigenos de C. muridarum, proliferan y/o secretan
citocinas. De esta forma se puede evaluar no solo su activacion, sino que ademas, se
puede determinar el subtipo o patréon de respuesta que se ha generado. En nuestros
experimentos, se realizaron cultivos de CMN de bazo y de nédulos drenantes de préstata
de ratones infectados estimulando con CE de C. muridarum inactivada. A las 72 hs

evaluamos los niveles de IFNy, IL17 e IL10 en los sobrenadantes de cultivo.

A 4000+

3500 -

3000, % . 10
T 2500 * =1 IFNy
[ 17
~
S» 2000
&

1500-

1000- *k

* * %k

500-

dpi

1000+
*%

800
Hl IL10

600+

(pg/mL)

4004 *

200

0 4 14 21

7
dpi

Figura 14: Cinética de produccion de citocinas por CMN de bazo y de nédulos drenantes de préstata de
ratones NOD infectados luego del estimulo por C. muridarum. Las CMN de animales infectados fueron cultivadas
durante 72 hs en presencia de C. muridarum inactivada. Mediante ELISA sandwich, se determind la concentracion de
citocinas en sobrenadantes de cultivos de CMN de bazo (A) y de nédulos drenantes de la prostata (B). Los datos se
muestran como la media + SEM, n = 4, el gréafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy
similares. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Fue interesante observar una elevada producciéon de IL10 por parte de las CMN de
bazo y nddulos drenantes de préstata de ratones infectados a tiempos tempranos pi. En
CMN de bazo, la cinética de esta citocina revel6 incrementos significativos a los 4, 7 y 14
dpi, con un maximo a los 7 dpi, seguido de una disminucion paulatina hasta alcanzar los
valores observados en células de animales no infectados. Por otro lado, se observé que la
citocina INFy mostraba un incremento significativo a los 7 dpi, no evidenciandose
diferencias en el resto de los dias analizados, y finalmente mostrando otra vez un aumento
significativo en el dia 80 pi. Por ultimo, se evalu6 la produccion de IL17, la cual
practicamente no modificé sus concentraciones a lo largo de la cinética de la infeccion,
s6lo mostrando un aumento significativo a los 80 dpi (Figura 14A). En las CMN de nédulos
drenantes se observé un incremento marcado de IL10 a los 4 dpi y 7 dpi, y luego la
concentracion de esta citocina fue decayendo hasta retornar a los valores basales (Figura
14B). De esta manera, si bien se observé que se produce una liberacién en los nédulos
regionales de IL10 en respuesta a la infeccidn con esta bacteria, se determiné que la gran

produccién de IL10 es principalmente aportada por las CMN de bazo.

1.5 Infeccion por C. muridarum del TUGM en otras cepas de ratones

Para evaluar si la distribucion de C. muridarum en el TUGM vy la eliminacion
demorada de préstata era una caracteristica propia de la cepa de ratones NOD o era un
rasgo comun a otras cepas, se exploré como se desarrolld esta infeccion en otras cepas de
ratones con background genéticos diferentes. Con este objetivo, ratones machos de tres
cepas distintas (NOD, C57BL/6 y BALB/c) fueron infectados en meato urinario y se analizé
la presencia de ADN bacteriano a distintos tiempos pi mediante PCR en tiempo real (Figura
15).

La evaluacién de carga bacteriana a dos tiempos pi demostrd que las tres cepas
reducen significativamente la carga bacteriana en prostata a los 30 dpi. Sin embargo, los
ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 lo hacen de una forma mas marcada que lo que
se observa en la cepa NOD. Por otro lado también se pudo ver que los ratones C57BL/6
eran los que lograban una mejor eliminacion de C. muridarum, con valores
significativamente menores a los 15 dpi cuando se los compar6 con las cargas bacterianas

en las otras dos cepas (Figura 15).
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Figura 15: Carga bacteriana en prostata de ratones NOD, C57BL6 y BALB/c infectados por C. muridarum.
Las préstatas fueron obtenidas a partir de animales infectados de las tres cepas de ratones. Los valores representan la
expresion relativa de OMP1 en funciébn a eEF2. Cada punto corresponde a una determinacion individual y la linea
corresponde a la media de esos valores. El gréfico es representativo de dos experimentos independientes con resultados

muy similares. Valores de * p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. OMP1, gen estructural de
Chlamydia; eEF2, control endégeno.

Con el objetivo de analizar si ratones de otras cepas también eliminan mas rapida y
eficientemente a la bacteria del tracto genital inferior, y de manera demorada en tracto

genital superior, se analizaron las cargas bacterianas en uretra y préstata en ratones de las
cepas NOD y C57BL/6 (Figura 16).
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Figura 16: Carga bacteriana en tracto genital superior e inferior en ratones NOD y C57BL6 infectados por C.
muridarum. Las prostatas (A) y las uretras (B) fueron obtenidas a partir de animales infectados de las cepas NOD y
C57BL/6. La carga bacteriana fue determinada mediante PCR en tiempo real. Los valores representan la expresion relativa
de OMP1 en funcién a eEF2. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5, el grafico es representativo de dos
experimentos independientes con resultados similares. Valores de * p<0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos. OMP1, gen estructural de Chlamydia; eEF2, control endégeno.

43



Sanchez, LR Resultados

Los resultados indicaron que ratones de la cepa C57BL/6 eliminan de uretra a la
bacteria de manera similar a lo observado en la cepa NOD. Cuando se comparo la carga
bacteriana en préstata de las dos cepas, se observé que los ratones C57BL/6 presentaban
valores menores de ADN bacteriano a los observados en la cepa NOD (Figura 16),
indicando que la eliminacién bacteriana ocurre con mayor rapidez y eficiencia en los
ratones C57BL/6.

A continuacién, se analiz6 si la infeccion del TUGM en ratones de la cepa C57BL/6
también se acompafiaba de infiltracion leucocitaria de préstata. Como se muestra en la
Figura 17, los ratones C57BL/6 también presentaron células CD45" infiltrando prostata
durante el curso de la infeccién, con los mayores niveles detectados en el dia 7 pi y valores
significativamente elevados también en el dia 14 pi. Sin embargo al comparar los valores
de células CD45" en prostata de ratones NOD y C57BL/6 se encontraron valores
significativamente menores en tejido prostatico de ratones C57BL/6 (Figura 17). Cabe
mencionar que las préstatas de ratones NOD controles no infectados (dia O pi) presentaron
niveles significativamente mayores de células CD45" que los observados en los ratones

C57BL/6 controles no infectados.
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Figura 17: Infiltrado leucocitario en prostata de ratones C57BL/6 y NOD infectados por C. muridarum. En el
grafico esta representado el nimero absoluto de células CD45" cada 100 ug de tejido prostatico. La deteccion de células
CD45" fue realizada mediante citometria de flujo. Las barras negras corresponden a ratones de la cepa NOD vy las barras
grises corresponden a ratones de la cepa C57BL/6. Los datos se muestran como la media £+ SEM, n = 6, el gréafico es
representativo de tres experimentos con resultados muy similares. Valores de * p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos. Cada comparacion estadistica fue realizada entre la cepa NOD y C57BL/6 para cada tiempo analizado.

De manera similar a lo realizado en los experimentos de infeccion de ratones de la

cepa NOD, se evalud la produccién de citocinas por parte de CMN de bazo de ratones
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C57BL/6 estimuladas con C. muridarum inactivada. Nuevamente, se detectdé una
importante produccion de IL10 por parte de las CMN de bazo de ratones C57BL/6
infectados (Figura 18). A los 4 dpi las CMN de ambas cepas produjeron cantidades
similares de IL10. En el dia 4 pi las CMN de la cepa C57BL/6 produjeron el méaximo valor
de IL10, disminuyendo hacia el dia 7 pi. En el caso de la cepa NOD, se observaron valores
similares de IL10 en el dia 4 pi cuando se compar6 con los niveles producidos por la cepa
C57BL/6, evidenciandose el maximo valor en el dia 7 pi para esta cepa. A partir del dia 7
en adelante, las CMN de ratones NOD produjeron IL10 en cantidades significativamente
superiores comparado con lo que producian las CMN de los ratones C57BL/6. En los
ultimos dias analizados, se observé que ambas cepas mostraron niveles de IL10 similares

a los observados en ratones no infectados de su propia cepa (Figura 18).
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Figura 18: Produccién de IL10 por CMN de bazo de ratones NOD y C57BL/6 infectados por C. muridarum.
Las CMN purificadas del bazo de animales infectados (NOD, barras negras; C75BL/6, barras grises) fueron cultivadas
durante 72 hs, expuestas a C. muridarum inactivada. Mediante ELISA sandwich, se determiné la concentracion de IL10 en el
sobrenadante de esos cultivos. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 4, el grafico es representativo de dos
experimentos independientes con resultados muy similares. Valores de * p<0,05; fueron considerados estadisticamente

significativos.

Por otra parte, también se evalu6 la produccion de IFNy e IL17 en sobrenadantes
de cultivo de CMN de bazo de ratones C57BL/6 estimuladas con C. muridarum. Como se
muestra en la Figura 19, las CMN de bazo de ratones C57BL/6 infectados produjeron

mayores niveles de IFNy e IL17 al ser estimuladas in vitro con C. muridarum inactivada.
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Figura 19: Produccion de IFNy e IL17 por CMN de bazo de ratones C57BL/6 infectados por C. muridarum.
Las CMN purificadas del bazo de animales infectados sacrificados a 7 dpi (NOD, barras negras; C75BL/6, barras grises)
fueron cultivadas durante 72 hs, expuestas a C. muridarum inactivada. Mediante ELISA sandwich, se determin6 la
concentracion de INFy e IL17 en el sobrenadante de esos cultivos. Los datos se muestran como la media £+ SEM, n = 4, el
gréfico es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy simulares. Valores de * p<0,05; fueron

considerados estadisticamente significativos.

Los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo de tesis doctoral
demuestran que ratones de la cepa NOD inoculados con C. muridarum presentan una
infeccion ascendente en el TUGM. Esta bacteria estuvo presente en distintos 6rganos del
TUGM a tiempos tempranos, mientras que C. muridarum persistié sélo en tejido prostatico
a tiempos tardios. C. muridarum es eliminada mas rapida y eficientemente por ratones de
las cepas BALB/c y C57BL/6 que en ratones de la cepa NOD. Durante el curso de la
infeccion, se detecta infiltracion leucocitaria en distintos 6rganos del TUGM, con una
importante infiltracion a 14 dpi, la cual estd compuesta principalmente por células GR1",
CD3" y CD19". La infiltracion prostatica es mayor en ratones de la cepa NOD, a pesar de

gue es en esta cepa donde la bacteria se elimina mas lentamente.

Durante el curso de la infeccion de los ratones por C. muridarum se detectaron
anticuerpos IgG séricos especificos y ademas una importante secrecion de IL-10 por CMN
estimuladas con C. muridarum. Los ratones de la cepa NOD fueron los menos eficientes en
eliminar la bacteria del TUGM y los mejores productores de IL10, en comparacién con las
cepas de ratones C57BL/6 y BALB/c.

Debido a que la poblacién de CMN de bazo estd compuesta por LT, pero también
LB, entre otras poblaciones celulares, muchos interrogantes surgieron con estos
resultados:

¢ Qué fuente celular podria ser la responsable de los elevados niveles de IL10

detectados en los sobrenadantes?
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La liberaciéon temprana de IL10 en los ratones NOD, ¢ podria estar vinculada con la

baja produccion de INFy e IL17?

La escasa cantidad de células secretoras de INFy observada en animales durante
el curso de la infeccion, ¢ podria relacionarse con bajos niveles de células Thly ello con la
eliminacion demorada de C. muridarum del TUGM?
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Rol de la citocina anti-inflamatoria IL10 en el curso de la infeccién del
TUGM por C. muridarum, fuente celular de la misma, posible rol
modulador de la respuesta inmune, y su participacion sobre la

eliminacion bacteriana.
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II.1 Participacion de la citocina anti-inflamatoria IL10 en el curso

de lainfeccién del TUGM por C. muridarum

I1.1.1 Citocinas producidas por CMN de bazo luego del estimulo por C. muridarum

inactivada

Como se describié en la primer parte de los resultados de esta tesis, durante el
curso de la infeccion por C. muridarum, las CMN de bazo de ratones infectados fueron muy
buenas productoras de IL10. Al realizar ensayos utilizando CMN de ratones no infectados,
se observé que también C. muridarum inducia la secrecion de IL10. Con esta informacion
se decidio investigar ¢qué otras citocinas producian las CMN de bazo al ser estimuladas
con C. muridarum?¢de qué poblacién celular provenia principalmente la secrecion de
IL10?¢y qué componente de C. muridarum es el responsable de inducir esta secrecion de
IL10?

Como se muestra en la Figura 20, al analizar a que tiempo post estimulacion con C.
muridarum las CMN de bazo de ratones controles sin infectar liberaban IL10, se observo
gue a las 48 hs ya era posible detectar IL10, pero que los maximos niveles se observaban
a las 72 hs de estimulacién (Figura 20A). Por otro lado, también se pudo apreciar que la
secrecion de IL10 era dosis dependiente, a mayor dosis de C. muridarum inactivada
utilizada para estimular el cultivo, se observé mayor concentracion de IL10 en el

sobrenadante

En la Figura 20B se puede observar que las CMN de bazo de ratones controles al
ser estimuladas con C. muridarum durante 72 hs secretan, ademas de IL10, IL6 y TNFa,
siendo los niveles de IL10 los mas elevados. Mientras que no se detectaron aumentos

significativos de los valores de IFNy e IL17 en estos sobrenadantes.

Al introducir un estimulo control positivo como LPS de E. coli a los cultivos de CMN
de bazo de ratones NOD, se observd secrecion de 1L10, IL6, TNFa e IFNy. Estos
resultados sugirieron que algunos componentes de la bacteria, probablemente distintos
PAMPs, son capaces de estimular a las células presentes en CMN de bazo (LT, LB, CD o

Macro6fagos) para que ellas secreten tanto citocinas inflamatorias, como anti-inflamatorias.
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Figura 20: Produccién de citocinas por CMN de bazo estimuladas con C. muridarum inactivada. Las CMN
purificadas del bazo de animales del grupo control fueron cultivadas durante 72 hs, expuestas a medio solamente (basal), a
un estimulo positivo (LPS de E. coli) y a C. muridarum inactivada. A) Mediante ELISA sandwich se determiné la
concentracion de IL10 a distintos tiempos (24, 48, 72 hs). B) Mediante ELISA sandwich se determiné también la
concentracion de IL10, IL6, TNFa, INFy e IL17 en los sobrenadantes de estos cultivos a las 72 hs de cultivo. Los datos se
muestran como la media + SEM, n = 5, el grafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy
similares. Cm = C. muridarum, Cm-10 = 10 CE de C. muridarum por cada célula en el cultivo, Cm-100 = 100 CE de C.
muridarum por cada célula en el cultivo y Cm-1000 = 1000 CE de C. muridarum por cada célula en el cultivo. Valores de

* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001 fueron considerados estadisticamente significativos.

Para dilucidar si este patron de produccién de citocinas es caracteristico de CMN
de ratones NOD, se procedié nuevamente a realizar los mismos experimentos con CMN de
bazo de ratones C57BL/6 y BALB/c (Figura 21). La produccion de IL10 fue mas elevada en
sobrenadantes de cultivo de las CMN de animales NOD expuestas a C. muridarum, en
comparacion con lo que ocurrio en los cultivos correspondientes a las otras dos cepas de
ratones (Figura 21). Es importante destacar que las CMN de bazo de ratones NOD sin

estimulo produjeron también elevadas concentraciones de IL10, mas del doble de lo
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observado en las otras dos cepas de ratones. Los niveles de IL6 y TNFa en los

sobrenadantes de cultivo, luego de la estimulacion con C. muridarum, fueron comparables
en las tres cepas.
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Figura 21: Citocinas producidas por CMN de bazo de ratones NOD, C57BL/6 y BALB/c, estimuladas con C.
muridarum. Las CMN purificadas del bazo de animales no infectados de estas tres cepas (NOD, C57BL/6 y BALB/c) fueron
cultivadas durante 72 hs, expuestas a condiciones basales o a C. muridarum inactivada. Mediante ELISA sandwich, se
determind la concentracion de IL10, IL6 y TNFa en los sobrenadantes de estos cultivos. Los datos se muestran como la
media £ SEM, n = 4, el gréfico es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy similares. Cm-
1000 = 1000 CE de C. muridarum por cada célula en el cultivo. Valores de * p<0,05;** p<0,01 fueron considerados
estadisticamente significativos.

[1.1.2 Principal poblacién celular productora de IL10 en la infeccion por C. muridarum

Experimentos anteriores demostraron que las CMN de bazo producen grandes
cantidades de IL10 en respuesta al estimulo con C. muridarum. Debido a que el cultivo de
CMN estd compuesto por varios tipos celulares, se planted distinguir qué poblacién
leucocitaria era la responsable de la produccién de IL10. Con este fin se cultivaron
inicialmente CMN de bazo de ratones NOD, C57BL/6 y BALB/c en con medio de cultivo,

para identificar la poblacion celular que basalmente produce IL10. Luego de transcurridas
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72 hs se realizdé una marcacion de superficie e intracelular y un posterior analisis mediante
citometria de flujo (Figura 22). En experimentos previos de comparacion de produccion de
IL10 por CMN de bazo de las tres cepas, se habian observado niveles elevados de IL10 en
sobrenadantes de cultivos de CMN de bazo de ratones NOD en condiciones basales
(Figuras 20Ay 21). Los LB (CD19%) y los LT (CD3") fueron las poblaciones celulares en las
gue se analizé la frecuencia de células productoras de IL10 luego del estimulo con C.
muridarum, dado que son preponderantes entre las CMN de bazo.

Surge de la Figura 22, que los LB fueron los principales productores de IL10 en
condiciones basales, en las tres cepas analizadas. Ademas, se pudo apreciar que en las
CMN de bazo de la cepa NOD se encontré la mayor frecuencia de células CD19°IL10"
comparando con lo que ocurre en el resto de las cepas. Al analizar la produccién de IL10
por linfocitos T, se observo una frecuencia muy baja de células CD3*IL10", confirmando

que esta poblacion no seria la principal fuente de IL10 en condiciones basales.
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Figura 22: Células productoras de IL10 en bazo de ratones NOD, C57BL/6 y BALB/c en condiciones basales.
En la figura se muestra el andlisis de citometria del cultivo de CMN de bazo de NOD, C57BL/6 y BALB/c. Estas CMN fueron
cultivadas durante 72 hs en condiciones basales, solamente con medio de cultivo. Luego mediante citometria de flujo se
determind la frecuencia de células IL10". Los valores en porcentaje representan la frecuencia de células para los marcadores

evaluados. El analisis es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy similares, n = 5.

Ademas, se evaluaron las principales células productoras de IL10 luego del
estimulo con C. muridarum tanto en ratones controles como en ratones infectados a
distintos tiempos durante el curso de la infeccion con C. muridarum. En el grupo control

(Figura 23A), se observa que las células CD19" fueron las principales productoras de IL10
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en condiciones basales, no habiendo células CD45%IL10" que fueran CD19". En los cultivos
de CMN de bazo de ratones controles expuestos a C. muridarum durante 72 hs se observé
un incremento a mas del doble de la frecuencia de CD19°1L10" con valores que fueron de
6,95% a 17,8%. Como se menciond anteriormente, en estas condiciones de cultivo
nuevamente la principal frecuencia de células productoras de IL10 se observé en células
CD19".

Por otra parte, se obtuvieron bazos de ratones infectados en el dia 4 pi y se
obtuvieron las CMN de bazo para determinar la principal poblaciéon productora de IL10 en
ratones infectados. En la figura 23B, podemos observar que las CMN de bazo de ratones
infectados cultivadas en condiciones basales (solamente con medio suplementado)
mostraron una mayor frecuencia de células CD19°1L10" cuando se comparé con la
frecuencia de células IL10" en condiciones basales de ratones no infectados. De manera
interesante, al estimular in vitro a CMN de bazo de ratones infectados con C. muridarum, la
frecuencia de LB productores de IL10 se incrementd considerablemente. Nuevamente, en
todos estos cultivos realizados, sea en condiciones basales o frente a C. muridarum, la

principal poblacion productora de IL10 se pudo atribuir a células CD19", es decir LB.
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Figura 23: Caracterizacién fenotipica de las células productoras de IL10 de bazo de ratones controles e
infectados por C. muridarum. En la figura se muestra el analisis de citometria del cultivo de CMN de bazo de NOD. En(A),
se muestra la frecuencia de células productoras de IL10 en CMN obtenidas de ratones del grupo control y en (B), CMN
purificadas a partir de ratones del grupo infectado a 4 dpi. Estas CMN fueron cultivadas con medio de cultivo solamente o con
C. muridarum inactivada durante 72 hs. Luego, mediante citometria de flujo intracelular, se determiné la frecuencia de células
IL10". Los valores en porcentaje representan la frecuencia de células para los marcadores evaluados. El analisis es

representativo de dos experimentos independientes con resultados similares, n = 4, Cm = C. muridarum.
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Con el prop6sito de evaluar la cinética de la frecuencia de células productoras de
IL10 durante el curso de la infeccién con C. muridarum, se purificaron CMN de ratones
infectados a diferentes tiempos pi y se realizaron cultivos y marcaciones como se explico
anteriormente (Figura 24). Los resultados demostraron que la poblacion de LB fue la mayor
fuente de IL10 que se habia cuantificado anteriormente mediante ELISA en el
sobrenadante de estos cultivos. Se puede apreciar en la Figura 24, que a todos los tiempos
evaluados, la frecuencia de LB IL10" fue similar en los animales controles. Para los ratones
infectados se observaron mayores frecuencias de LB IL10" en condiciones basales en
todos los puntos del esquema analizados. Sin embargo, en CMN de bazo de ratones
infectados y estimulados con C. muridarum se detectaron incrementos significativos de LB
IL10" en los dias 4 y 7 pi, es decir a tiempos tempranos pi. La frecuencia de células
CD3’IL10" no mostr6 cambios significativos durante el curso de la infeccion, observandose
frecuencias bajas en comparacion con los valores de LB IL10". Los resultados de este
experimento demuestran que los LB son la principal fuente de IL10 durante la infeccion del

TUGM por C. muridarum y que estas células estan incrementadas en los primeros dias pi.
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Figura 24: Frecuencia de células productoras de IL10 durante el curso de la Infeccion por C. muridarum.
CMN obtenidas de bazo de ratones NOD controles (barras blancas) o infectados (barras negras) fueron incubadas con medio
de cultivo solamente (basal) o con C. muridarum inactivada durante 72 hs. Un posterior analisis de citometria de flujo
intracelular revelo la frecuencia de células CD19" y CD3" productoras de IL10. Los datos se muestran como la media + SEM,
n = 4, el gréafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados similares. El test estadistico usado
comparé la frecuencia de células productoras de IL10 obtenidas de los animales infectados sacrificados a distintos dpi, en la
condicién basal vs C. muridarum (Cm). C= grupo control. Inf = grupo infectado. Valores de * p<0,05;** p<0,01 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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Con el fin de analizar la contribucion fundamental de los LB en la produccién de
IL10 frente a estimulos con C. muridarum en cultivo, se decidié evaluar este fendmeno
utilizando CMN de cepas de ratones deficientes en esta poblacion celular. Para ello se
compard, por un lado, la produccion de IL10 en la cepa de ratones NOD-SCID que no
posee LB ni LT, y por el otro, la produccién de IL10 de la cepa NOD wt. Adema4s, se
analizé la produccion de IL10 en ratones uMT (que no tienen LB), comparando con ratones
C57BL/6 wt. Con estos disefios experimentales, se evaluo lo que sucedio al determinar la
produccion de IL10 en ausencia de LB y LT para el background NOD y en ausencia de solo
LB en el background C57BL/6. En ambos casos (Figura 25A y 25B), los ratones fueron
sacrificados a 4 dpi, correspondiente al dia del esquema experimental en el que se

detectaron las mayores proporciones de LB IL10".

0
NOD C57BL/6 C57BL/6 uMT
Basal Cm Basal Cm

Figura 25: Producciéon de IL10 en ratones deficientes en LB y LT infectados con C. muridarum. CMN
obtenidas de bazo de ratones infectados y sacrificados a 4 dpi. En (A) las CMN fueron purificadas de ratones NOD y NOD
SCID y en (B) las CMN fueron obtenidas de ratones de la cepa C57BL/6 y uMT. Estas células fueron estimuladas con medio
de cultivo solamente (basal) o con C. muridarum (Cm) inactivada durante 72 hs. En el sobrenadante de estos cultivos se
determind la concentracion de IL10 mediante ELISA sandwich. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 6, el grafico
es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy similares. Valores de * p<0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. SCID= NOD-SCID.

Los resultados presentados en la Figura 25A, mostraron que las CMN de ratones
NOD-SCID infectados y estimuladas en cultivo con C. muridarum, produjeron menores
cantidades de IL10 cuando se las compar6 con la produccién de IL10 de CMN de ratones
NOD wt (Figura 25A). En el caso de la produccion de IL10 por ratones deficientes en LB,
se vio que los niveles de esta citocina también disminuyeron significativamente en los
sobrenadantes provenientes de CMN estimuladas con C. muridarum de ratones pMT

infectados, evidenciando valores similares a los que se observaron en el sobrenadante de
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cultivo de CMN de ratones C57BL/6 wt en condiciones basales (Figura 25B). Estos
resultados permitieron comprobar que la produccion de IL10 era dependiente de la
presencia de LB, ya que la ausencia de esta poblacion celular genera una profunda
reduccion en la concentracion la misma.

En muchos casos, la activacion y posterior produccién de citocinas por parte de los
LB depende de la presencia de otras poblaciones leucocitarias en el medio que colaboran
con los LB para alcanzar tal propdésito. Resultd de interés analizar si estos LB necesitan de
la colaboracién de otros linajes celulares para poder producir IL10 o si son capaces de
producirla por si mismos, luego de la activacién con C. muridarum. La estrategia utilizada
para responder a esta pregunta fue purificar LB de CMN de bazo de ratones NOD
mediante cell-sorting, obteniendo de esta forma LB con alto grado de pureza. Estos LB
fueron cultivados en condiciones basales o con C. muridarum durante 72 hs (Figura 26) y

mediante citometria intracelular se determind la frecuencia de células IL10" en estos

cultivos.
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Figura 26: Producciéon de IL10 por LB purificados estimulados por C. muridarum. LB fueron purificados
mediante cell-sorting utilizando anticuerpos dirigidos hacia marcadores poblacionales caracteristicos de estas poblaciones
celulares (aCD19 y aB220). A) En este gréafico se representa el andlisis del rendimiento de esta técnica de purificacion. B) El
grafico es representativo del analisis de la frecuencia de células productoras de IL10 en la fraccion enriquecida en LB. Se
utilizé citometria de flujo intracelular para determinar la frecuencia de células IL10". Los LB purificados fueron estimulados en
cultivo con medio de cultivo solamente, o con C. muridarum (Cm) inactivada durante 72 hs. Los valores en porcentaje
representan la frecuencia de células para los marcadores evaluados. El andlisis es representativo de tres experimentos
independientes con resultados similares, n = 4.

Como se puede apreciar en la Figura 26A la marcacion con una combinacién de
anticuerpos B220 y CD19 permiti6 separar LB de las demas poblaciones celulares

presentes en las CMN de bazo, obteniendo una fraccion enriquecida que presentdé una
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pureza del 94%. En la Figura 26B, se observa la presencia de células CD19" productoras
de IL10 en condiciones basales y mayores porcentajes de células CD19*IL10" en células

purificadas estimuladas C. muridarum en cultivo.

Ademas, analizamos la frecuencia de células productoras de IL10 en la fraccion no
B obtenida por cell-sorting y en las CMN totales. Los resultados que se presentan en
Figura 27 evidenciaron, nuevamente, que la fraccion sin LB presentaba una frecuencia de
células productoras de IL10 muy baja, mientas que en la fraccién con LB la presencia de
células IL10" era comparable a lo observado en la fraccion completa de CMN. Estos
resultados permitieron confirmar que la IL10 fue producida principalmente por los LB
estimulados con C. muridarum, y que esta produccién fue independiente de la cooperacion

de otras poblaciones dentro de las poblaciones celulares presentes en las CMN de bazo.
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Figura 27: Células productoras de IL10 en las poblaciones celulares enriquecidas en LB. El gréfico es
representativo del analisis de la frecuencia de células productoras de IL10 en las tres fracciones celulares (CMN, fraccién con
LB y fraccion sin LB). Se utilizé citometria de flujo intracelular para determinar la frecuencia de células IL10". Los valores en
porcentaje representan la frecuencia de células para los marcadores evaluados. El andlisis es representativo de dos
experimentos independientes con resultados similares, n = 4. Cm-100 = 100 CE de C. muridarum por cada célula en el
cultivo.

También se purificaron los LB mediante la metodologia de perlas magnéticas
(seleccion negativa). Las fracciones celulares obtenidas fueron cultivadas durante 72 hs
frente a diferentes estimulos y en el sobrenadante de estos cultivos se midio la
concentracion de IL10. En la figura 28, se muestran los resultados obtenidos al analizar los
niveles de IL10 en sobrenadantes de LB purificados mediante cell-sorting y con perlas
magnéticas. Los mayores niveles de IL10 se encontraron en las fracciones con LB

estimulados con un control positivo como LPS de E. coli y con C. muridarum inactivada. Al
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estimular las fracciones con LB con dosis crecientes de C. muridarum se observo un efecto
dosis-dependiente. En las fracciones sin LB se detectaron valores inferiores de IL10 bajo
los estimulos ensayados. En los cultivos provenientes de purificacibn con perlas
magnéticas, la cantidad de IL10 encontrada fue mayor que la encontrada en los cultivos de
células purificadas mediante cell-sorting. Esto podria responder a que la purificacion por
perlas magnéticas mantiene mejor la viabilidad de las células en comparacion con lo que
ocurre al purificar mediante cell-sorting. Ademas, se observd que en la fraccién sin LB
purificada con perlas magnéticas se detectaron mayores cantidades de IL10 en
comparacion a lo que ocurria en la misma fraccién sin LB purificada mediante cell-sorting.
Esto podria estar relacionado al porcentaje de pureza obtenido con perlas magnéticas que

es mas bajo y la IL10 detectada podria corresponder a LB contaminando la fraccion
tedricamente libre de ellos.
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Figura 28: Produccion de IL10 por parte de LB purificados mediante cell-sorting o perlas magnéticas y
estimulados con C. muridarum. LB fueron purificados a partir de CMN del bazo de ratones NOD del grupo control,
mediante cell-sorting (A) o con el uso de perlas magnéticas (B). Las fracciones con LB o sin LB fueron estimuladas con
medio de cultivo solamente (basal), LPS de E. coli y con dos dosis crecientes de C. muridarum inactivada durante 72 hs. En
el sobrenadante de estos cultivos se determiné la concentracion de 1L10 mediante ELISA sandwich. Los datos se muestran
como la media £ SEM, n = 5, el gréfico es representativo de dos experimentos independientes con resultados muy similares.
Valores de * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 fueron considerados estadisticamente significativos. Cm-100 = 100 CE de C.
muridarum por cada célula en el cultivo, Cm-1000 = 100 CE de C. muridarum por cada célula en el cultivo.
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Se evalud, ademads, la producciébn de otras citocinas en los cultivos de LB
purificados y estimulados con C. muridarum. En la fraccion de LB purificados por cell-
sorting se detectaron, cantidades bajas de IL6 y TNFa (Figura 29). Por otro lado, en la
fraccion donde los LB estaban ausentes se observaron elevadas concentraciones de IL6,
TNFa, INFy e IL17. Estos resultados sugieren que, en los cultivos en los que todas las
poblaciones celulares estan presentes, los altos niveles de IL10 podrian condicionar la
produccién de otras citocinas. Al cultivar la poblacién sin LB, y al haber bajos niveles de
IL10, las demas poblaciones celulares responden al estimulo de C. muridarum inactivada

produciendo citocinas inflamatorias.
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Figura 29: Perfil de citocinas producidas por fracciones celulares enriquecidas o no en LB, luego de la
estimulacion con C. muridarum. LB fueron purificados de a partir de CMN del bazo de ratones NOD del grupo control,
mediante cell-sorting. Las fracciones con LB o sin LB fueron estimuladas con C. muridarum inactivada durante 72 hs. En el
sobrenadante de estos cultivos se determind la concentracion de IL10, IL6, TNFa, INFy e IL17 mediante ELISA sandwich.
Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5, el grafico es representativo de dos experimentos independientes con

resultados muy similares.

Los resultados hasta aqui presentados indican que en los cultivos de CMN de bazo,
el estimulo con C. muridarum induce a los LB a producir grandes cantidades de IL10 y esto

podria condicionar o reprimir la produccién de las demas citocinas evaluadas.
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I1.1.3 Participacién de PAMPs y Receptores de la inmunidad innata (PRRs) en la
produccién de IL10 por LB

Con el antecedente de que LB de ratones controles no infectados estimulados con
C. muridarum inactivada producian grandes cantidades de IL10, se investigd si algun
PAMPs de Chlamydia podria ser reconocido por los LB a través de PRRs e inducir asi la
produccién de IL10. La bibliografia indica que uno de los PAMPs mas importantes de
Chlamydia es su LPS (Vabulas y col. 2001). El cLPS es un componente estructural de C.
muridarum, presente en todos los estadios del ciclo de vida de esta bacteria y, ademas, ha
sido demostrada su capacidad inmunogénica. Se investigd si el mismo inducia la
produccion de IL10 en LB y en la fraccidn sin LB. Se realizaron cultivos con las fracciones
purificadas mediante cell-sorting estimulando con cLPS durante 72 hs y se evaluaron las
concentraciones de las citocinas IL10, IL6, TNFa, INFy e IL17 en los sobrenadantes de

dichos cultivos (Figura 30).
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Figura 30: Produccién de citocinas por LB y demas poblaciones celulares luego del estimulo con cLPS. LB
fueron purificados de a partir de CMN del bazo de ratones NOD del grupo control, mediante cell-sorting. Las fracciones con
LB o sin LB fueron estimuladas con cLPS (purificado a partir de Chlamydia trachomatis) durante 72 hs. En el sobrenadante
de estos cultivos se determind la concentracion de IL10, IL6, TNFa, INFy e IL17 mediante ELISA sandwich. Los datos se
muestran como la media + SEM, n = 5, el grafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados

similares.

La fraccién de LB estimulada con cLPS produjo importantes cantidades de IL10, y
una leve produccion de TNFa. Los niveles de IL10 fueron menores a los secretados con el
estimulo de C. muridarum completa, por lo que se podria suponer que otros componentes,

ademas del cLPS, serian capaces de inducir a los LB a secretar IL10. Sobrenadantes de
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los cultivos provenientes de la fraccion sin LB produjeron altos niveles de TNFa, y en

menor proporcidn IL6 e INFy (Figura 30).

Como se menciond previamente, algunos de los receptores de la inmunidad innata
son capaces de reconocer a PAMPs de Chlamydia, dentro de los cuales los mas
estudiados han sido el TLR2 y el TLR4. Con el fin de identificar si alguno de estos
receptores de la inmunidad innata participaria en la induccién de la produccion de IL10 por
parte de células estimuladas con C. muridarum, se purificaron mediante cell-sorting LB de
ratones C57BL/6 wt, C57BL/6 TLR2" y C57BL/6 TLR4™. Las células purificadas fueron
estimuladas con C. muridarum durante 72 hs y se evaluaron las concentraciones de IL10
en el sobrenadante de estos cultivos. Se realizaron también cultivos de las CMN
completas, en las mismas condiciones, a fines comparativos. Se utilizaron ratones de la
cepa C57BL/6 en vez de ratones NOD debido a la disponibilidad de animales deficientes

para TLR2 y TLR4 en dicho background genético.

En LB purificados de animales C57BL/6 wt (fraccion purificada en LB) estimulados
con distintas dosis de C. muridarum, se detectaron niveles crecientes de IL10 (Figura 31A).
Se realizaron los mismos ensayos utilizando LB purificados de animales deficientes en
TLR2, en los que se observé secrecion de IL10 en cantidades menores. Sin embargo, en
los sobrenadantes de los cultivos correspondientes a los animales deficientes en TLR4, no
se detectaron niveles medibles de IL10 (Figura 31A). El mismo analisis de sobrenadantes
de cultivo de las CMN estimuladas con C. muridarum para las tres cepas mostré que las
CMN de animales TLR4" no secretaron IL10 en respuesta a C. muridarum (Figura 31B).
Estos resultados demostraron que el receptor TLR4 de la inmunidad innata participa en el

reconocimiento de PAMPs de C. muridarum que inducen la produccion de IL10 por LB.

61



Sanchez, LR Resultados

A

b Produccion de IL10 por LB purificados
800+
kK
oy
6004
E
(o))
(o
= 400
*k
2004
c T T
Basal Cm-100 Cm-1000 Basal Cm 100 Cm-1000 Basal Cm 100 Cm- 1000
C57BL/6 C57BL/6 TLR2" T C57BUB TLR2T C57BL/6 TLR4" T C57BLB TLR4™
B,ooo Produccién de IL10 por CMN
ek Hokek
800
o,
600
=
~
(@)
£ wo
*
. n
20 *%
Basal Cm-100 Cm-1000 Basa Cm-100 Cm-1000 Basal Cm-100 Cm-1000
———————— —————— —_—
C57BL6 C57BL6 TLR2- C57BL/6 TLR4

Figura 31: Participacion de TLR2y TLR4 en la produccion de IL10 por LB estimulados con C. muridarum. LB
fueron purificados mediante cell-sorting a partir de CMN del bazo de ratones C57BL/6 wild type, C57BL/6 TLR2" y C57BL/6
TR4™. Estos LB purificados (A) y CMN (B) obtenidas de estas cepas fueron estimuladas con medio de cultivo solamente o
con C. muridarum inactivada en distintas concentraciones durante 72 hs. En el sobrenadante de estos cultivos se determin6
la concentraciéon de IL10 mediante ELISA sandwich. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5, el gréafico es
representativo de dos experimentos independientes con resultados muy similares. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 y ***
p<0,001 fueron considerados estadisticamente significativos. Cm-100 = 100 CE de C. muridarum por cada célula en el

cultivo, Cm-1000 = 1000 CE de C. muridarum por cada célula en el cultivo.

Se realizaron, ademas, infecciones en ratones C57BL/6 wt y C57BL/6 TLR4™ para
analizar si la deficiencia de este receptor de la inmunidad innata afecta la induccién de LB
productores de IL10. Los animales fueron infectados por C. muridarum, y en el dia 4 pi
fueron sacrificados para evaluar la produccién de IL10 por CMN de bazo estimuladas con

este patodgeno.
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Figura 32: Produccién de IL10 por CMN de bazo de ratones TLR4™ infectados por C. muridarum. CMN de
bazo de ratones del grupo control e infectado (4 dpi) fueron estimuladas con C. muridarum durante 72 hs. Estas células se
obtuvieron de de ratones C57BL/6 wt 0 C57BL/6 TLR4™. En el sobrenadante de estos cultivos se determiné la concentracion
de IL10 mediante ELISA sandwich. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5, el gréfico es representativo de dos
experimentos independientes con resultados similares. Valores de * p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

Se observaron menores concentraciones de IL10 en los sobrenadantes de CMN de
bazo de ratones TLR4" infectados en el dia 4 dpi. La concentracién de IL10 producida por
las CMN de los animales deficientes en TLR4 infectados fue comparable a la producida por
las CMN la cepa wt no infectada (Figura 32).

I1.1.4 Caracterizacion de LB productores de IL10 en la infeccion del TUGM por C.

muridarum

Para analizar la produccion de IL10 en respuesta a C. muridarum en LB de ZM o
LB2, se purificaron estas poblaciones a través de cell-sorting con los marcadores fenotipos
caracteristicos: CD19°CD21"CD23 para LB de ZM y CD19°CD21°'CD23" para LB2. Estas
células purificadas fueron cultivadas con medio de cultivo, con LPS de E. coli o con C.
muridarum durante 72 hs, y se analizé la produccién de IL10 en los sobrenadantes (Figura
34).
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Figura 34: Secrecién de IL10 por LB de zona marginal y LB foliculares luego del estimulo con C. muridarum.
Se purificaron LB de zona marginal (CD19°CD21°CD23) y LB foliculares (CD19°CD21°CD23") de un pool de CMN de bazo
de ratones NOD, mediante cell-sorting con el uso de anticuerpos especificos para los marcadores fenotipicos de superficie
mencionados. Estas células purificadas fueron cultivadas con distintos estimulos durante 72 hs. En el sobrenadante de estos
cultivos se determiné la concentracion de IL10 mediante ELISA sandwich. Los datos se muestran como la media + SEM, n =
5, el gréfico es representativo de dos experimentos independientes. Cm-1000 = 1000 CE de C. muridarum por cada célula en
el cultivo, Cm-10000 = 10000 CE de C. muridarum por cada célula en el cultivo. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron
considerados estadisticamente significativos. MZ = LB de ZM, B2 = LB2.

Los resultados mostraron que los LB de ZM produjeron cantidades significativas de
IL10 al ser estimulados solamente con medio. Estas células secretaron niveles
significativamente mayores de IL10 cuando fueron estimuladas con LPS de E. coli o con
dosis crecientes de C. muridarum. En los sobrenadantes de los cultivos de los LB

foliculares se detectaron niveles muy bajos de IL10 en condiciones basales y luego del
estimulo con C. muridarum.

En los sobrenadantes de cultivo de los LB de ZM estimulados con C. muridarum, se
observé que los mismos produjeron también citocinas inflamatorias como IL6, INFy y
despreciables cantidades de TNFa (Figura 35).
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Figura 35: Secrecién de citocinas por LB de zona marginal estimulados por C. muridarum. Se purificaron LB
de zona marginal (CD19°CD21°CD23") de un pool de CMN de bazo de ratones NOD, mediante cell-sorting con el uso de
anticuerpos especificos para los marcadores fenotipicos de superficie mencionados. Estas células purificadas fueron
estimuladas en cultivo con C. muridarum durante 72 hs. En el sobrenadante de estos cultivos se determind la concentracion
de IL10, IL6, IL17, IFNy y TNFa mediante ELISA sandwich. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5, el grafico es

representativo de dos experimentos independientes con resultados muy similares.

Datos de bibliografia indican que los LB de ZM son una de las principales células B
productoras de IL10 (Zhang, 2013). Los resultados hasta aqui presentados sugieren que
esta poblacion responde al estimulo con C. muridarum produciendo elevados niveles de
IL10. Por ello se analizaron las proporciones y cantidades de LB con fenotipo de LB de ZM
en las tres cepas bajo estudio, es decir en bazo de ratones NOD, C57BL/6 y BALB/c.

Los resultados presentados en la Figura 36 mostraron que la proporcion de LB de
ZM se encontraba aumentada en bazo de los ratones NOD en comparacion con lo que
ocurria en las otras dos cepas. De la misma manera, al analizar los nUmeros absolutos se
observé que la cantidad de LB de ZM estaba incrementada estadisticamente en bazo de
ratones NOD. Similares resultados han sido reportados, sefialando que esta elevada
frecuencia de LB de ZM podria estar asociada al desarrollo de patologias autoinmunes en
los ratones NOD (Rolf y col. 2005). Por otra parte los LBla, otra sub-poblaciéon de LB
maduros también implicados en la produccién de IL10, se encontraron en muy baja
frecuencia en los bazos de las tres cepas de ratones analizadas anteriormente, es por ello
gue suponemos que la posible participacion en la secrecion de esta citocina seria

despreciable (datos no mostrados).
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Figura 36: Frecuencia y nimero absoluto de LB de zona marginal en bazo de ratones NOD, C57BL/6 y

BALB/c. Se determind el porcentaje de LB de zona marginal de bazo de ratones NOD, C57BL/6 y BALB/c mediante

citometria de flujo utilizando marcadores fenotipicos para esta poblacién. A) El grafico es representativo del andlisis de la

frecuencia de células positivas para los marcadores analizados. B) Cuantificacién en nimero absoluto por cada 100 ug de

tejido. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5, el gréfico es representativo de dos experimentos independientes

con valores similares. Valores de *** p<0,001 fueron considerados estadisticamente significativos.

Teniendo en cuenta nuestros resultados, nos intereso6 identificar que marcadores

fenotipicos podrian estar expresando los LB productores de IL10 al ser estimulados con C.

muridarum. Para ello, CMN de bazo de ratones NOD fueron estimuladas con medio de

cultivo solamente, o con C. muridarum durante 48 hs y luego analizamos el fenotipo de los

LB productores o no de IL10 mediante citometria de flujo intracelular.
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Figura 33: Expresiéon de marcadores fenotipicos en células productoras de IL10 estimuladas con C.
muridarum. CMN de bazo de ratén NOD fueron estimuladas in vitro con medio solamente o con C. muridarum inactivada
durante 48 hs. Las marcas de superficie (CD1d y CD5) permitieron identificar la expresion de las mimas en la superficie de
estas CMN. Se utilizé citometria de flujo intracelular para determinar la frecuencia de células 1L10".Los valores en porcentaje
representan la frecuencia de células para los marcadores evaluados. Este andlisis es representativo de dos experimentos

independientes con resultados similares, n = 4. Cm = C. muridarum.

Al realizar marcaciones con anticuerpos anti CD1d, CD5 y CD19, pudimos
determinar que las células productoras de IL10 expresaban en su superficie
CD19°CD1d"CD5". Dentro de esta poblacion celular, la frecuencia de células IL10" se

incrementd en aquellos cultivos estimulados con C. muridarum (Figura 33).

Ademas de los marcadores caracteristicos de sub-poblaciones de LB maduras, se
evaluaron otros marcadores de superficie como CD39, FcyRllb, PD-L1 y PD1 en LB luego
de la estimulacion con C. muridarum. También fue de nuestro interés estudiar algunos
factores de transcripcion en los mismos, como el pSTAT3 (transductor de sefial y activador
de la transcripcién 3 fosforilado) y el pMAPK-ERK (proteina quinasas activadas por
mitdgenos fosforiladas). Para poder llevar a cabo estos estudios, se purificaron CMN de
bazo de ratones NOD y se las estimul6 con C. muridarum durante 48 hs. Luego de este
tiempo, las células fueron cosechadas y mediante marcaciéon para citometria de flujo de
superficie e intracelular se determind la expresion de los marcadores mencionados (Figura
37).

En la Figura 37 se muestra la estrategia aplicada para analizar el fenotipo de LB
luego del estimulo con C. muridarum. En la parte A se muestran las poblaciones
seleccionadas para el andlisis, siendo la primera LB IL10" y la segunda LB IL10". Se
realizaron analisis en las dos poblaciones estimuladas o no con C. muridarum. En relacién

a LB IL10", se observaron diferencias en la expresion de CD39 con un leve incremento en
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LB IL10" estimulados con C. muridarum. En relacién al marcador PD-L1, se observé un
incremento mas marcado en la poblacién CD19°1L10" estimulada con C. muridarum. Para
los marcadores FcyRIlIb y PD1, no se observaron variaciones en la expresion cuando se
compard la expresion en LB IL10" estimulados o no con esta bacteria. Los LB no
productores de 1L10 (CD19°1L10") solo mostraron incrementos en PD-L1 luego del estimulo
con C. muridarum. En el resto de las moléculas evaluadas no se observo variacion alguna
(Figura 37A).

Con respecto a los marcadores intracelulares, se observé un incremento en la
expresion de pSTAT3 solo en los LB productores de IL10, mientras que pMAPK/ERK
mostré un pequefio incremento en esta misma poblacion celular. No se observaron
variaciones en la expresion de pSTAT3 y pMAPK/ERK en las poblaciones de LB no
productoras de IL10, (Figura 37B)
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Figura 37: Fenotipo de LB productores de IL10 luego del estimulo con C. muridarum. CMN de ratones NOD
fueron estimuladas en cultivo con medio o con C. muridarum durante 48 hs. El gréafico de dot-plot en (A) representa el andlisis
de un cultivo de CMN estimuladas con C. muridarum, en el mismo se indica la selecciéon de los LB productores de IL10
(CD19°1L10%), de los LB no productores de IL10 (CD19°IL10Y), asi como también de los linfocitos no B (CD19). Se muestran,
ademas, histogramas representativos del analisis de citometria de flujo de la expresién de marcadores de superficie (A) y de
marcadores intracelulares (B) en la fraccién de LB productores o no de IL10. En (C) se muestran histogramas representativos
del andlisis de la expresion de marcadores intracelulares en células CD19". La linea roja corresponde a los cultivos
estimulados solamente con medio y la linea celeste corresponde a los cultivos estimulados con C. muridarum. N = 5, el

gréafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados similares.
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En la Figura 37C podemos ver como incrementd levemente la produccion de
pSTAT3 en linfocitos no B en los cultivos estimulados con C. muridarum, sin observarse
cambios aparentes para el marcador pMAPK/ERK en estas mismas células en las

condiciones evaluadas.

Como se menciond en la introduccion, la bibliografia indica que los LB regulatorios
secretan grandes cantidades de anticuerpos naturales, principalmente de isotipo IgM,
ademas de secretar IL10. Para analizar si la estimulacion con C. muridarum inducia a los
LB a secretar anticuerpos, purificamos LB de bazo de ratones NOD mediante cell-sorting y
los estimulamos con medio o con C. muridarum durante 72 hs. En el sobrenadante de
estos cultivos estimulados se determiné la concentracion de varios isotipos de anticuerpos
mediante ELISA.
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Figura 38: Secrecién de anticuerpos por LB purificados de bazo de ratones NOD y estimulados con C.
muridarum. LB purificados de bazo fueron cultivados con C. muridarum o medio durante 72 hs. En el sobrenadante de estos
cultivos se determinaron las concentraciones de IgG, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e IgM mediante ELISA sandwich. Los datos
se muestran como la media + SEM, n = 5, el gréafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados
similares. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron considerados estadisticamente significativos. Cm = C. muridarum.

Los resultados presentados en la Figura 38 muestran que los LB purificados y
estimulados con C. muridarum secretaron elevados niveles de IgM e 1gG. Este aumento en
IgG fue debido principalmente al isotipo IgG3. Aunque en menor proporcion, los niveles de
lgG1, 1gG2a e IgG2b también mostraron incrementos significativos en sobrenadantes de

cultivo de LB purificados y estimulados con C. muridarum.

Los resultados obtenidos en esta parte de la tesis doctoral demostraron que la

poblacion de LB es la principal productora de IL10, tanto en los cultivos in vitro como en el
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modelo de infeccion por C. muridarum. Los LB se activarian mediante la interaccion de
PAMPs y PRRs: siendo el cLPS uno de los componentes de la bacteria capaz de inducir la
produccion de IL10, y TLR4 uno de los PRR involucrados en este proceso. Se demostrd
que los LB de MZ purificados fueron muy buenos productores de IL10 luego del estimulo
con C. muridarum. Ademas se observé que los LB productores de IL10 en estos cultivos de
CMN de bazo fueron CD1d"CD5" y que, al estimularlos con C. muridarum, se incremento la
frecuencia de células productoras de IL10. La estimulacion de CMN con esta bacteria
también genero que los LB IL10" adquirieran la expresion de ciertos marcadores como PD-
L1, CD39, pSTAT3 y pMAPK/ERK. Por otra parte, se pudo determinar que los LB fueron
muy buenos productores de IgM e IgG3, cuando fueron estimulados con C. muridarum.

En conjunto, estos resultados sugieren que, durante la infecciéon por C. muridarum,
se activarian LBl que cumplirian su funcién en etapas tempranas de la infeccién. La mayor
proporcion de estos LBI IL10" y la eliminacién demorada de la bacteria en ratones de la
cepa NOD nos permiten postular la hipétesis de que la infeccibn con C. muridarum
activaria a LBI a producir elevados niveles de IL10 y esta citocina anti-inflamatoria podria
modular la induccién de respuesta protectora Thl y con ello evitar la respuesta inmune del

hospedador, permaneciendo la bacteria por mas tiempo.
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1.2 1L10 y LB regulatorios como moduladores de la respuesta

inmune en lainfeccion del TUGM por C. muridarum

Para poder evaluar el rol que cumple la IL10 durante el curso de la infeccion se
planteé como primer estrategia disminuir o atenuar la accién de la misma mediante el
empleo de un anticuerpo monoclonal (JES5-2A5) que tiene la capacidad de unirse y
bloguear la actividad de esta citocina.
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Figura 39: Carga bacteriana en ratones C57BL/6 wild type tratados con alL10, en ratones deficientes en IL10
o deficientes en LB. Ratones C57BL/6 wild type (sin tratar y tratados con el anticuerpo bloqueante), C57BL/6 1L10™ y
C57BL/6 uMT fueron infectados por C. muridarum. A) El esquema de tratamiento con el anticuerpo bloqueante de IL10
(JES5-2A5) aplicado so6lo en un grupo de ratones C57BL/6 wild type. Las flechas verdes indican los dias en los que se
inyecto intra-peritonealmente este anticuerpo. Se sacrificaron los animales de estos cuatro grupos experimentales a 7 y 14
dpi. B) Mediante PCR en tiempo real se determiné las veces de aumento de ADN de Chlamydia (OMP1) en funcion al control
endoégeno (eEF2) en el tejido prostatico de los grupos experimentales. Cada punto corresponde a una variable individual y la
linea corresponde a la media de esos valores. El grafico es representativo de dos experimentos independientes con
resultados similares. Valores de * p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. OMP1, gen estructural de
Chlamydia; eEF2, control endégeno.
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Como se expreso anteriormente, C. muridarum induce a los LB del hospedador a
secretar cantidades importantes de IL10 a tiempos tempranos pos-infeccion. Teniendo en
cuenta estos datos, se realiz6 un esquema experimental como el detallado en la Figura
39A, administrando intra-peritonealmente en los dias -1, 0, 2, 4 y 6 pi una dosis del
anticuerpo bloqueante de IL10 (alL10). En el dia 0, ratones C57BL/6 fueron inoculados en
meato urinario con esta bacteria y sacrificados a los 7 0 14 dpi. En muestras de préstata de
ratones tratados o no con alL10, se analiz6 la carga bacteriana mediante PCR en tiempo
real. Estos estudios fueron realizados en primera instancia en la cepa C57BL/6, debido a
que contamos con los animales deficientes en IL10 en este background genético.

Al determinar la carga bacteriana en préstata en el dia 7 pi, se observé una
disminucion estadisticamente significativa en los ratones C57BL/6 tratados con el
anticuerpo el alL10 comparados con la carga bacteriana presente en ratones C57BL/6 no
tratados (Figura 39B).

Experimentos realizados utilizando ratones deficientes en IL10 (C57BL/6 1L10™),
mostraron una reduccién en la carga bacteriana mas acentuada que la observada en

ratones wt tratados con el anticuerpo blogueante.

En la Figura 39B, también se muestran los resultados obtenidos al trabajar con
ratones C57BL/6 uMT, los cuales no poseen LB. Al analizar |la carga bacteriana en el dia 7
pi en estos ratones deficientes en LB, se observaron valores significativamente menores a
los de ratones C57BL/6 wt.

En los mismos grupos experimentales tratados con anticuerpo blogueante de IL10,
deficientes en IL10 o deficientes en LB se analizé la carga bacteriana a tiempos mas
avanzados del esquema experimental. No se encontraron diferencias significativas en la
cantidad relativa de ADN de C. muridarum en estos grupos experimentales evaluados en el
dia 14 pi, aunque se observé una tendencia a presentar valores menores en ratones
C57BL/6 IL107" y C57BL/6 uMT. Estos resultados indican que tanto el bloqueo/ausencia de
IL10 como la ausencia de LB contribuyen a una mejor eliminacion de la bacteria en el
TUGM.

Para evaluar si la disminucion de carga bacteriana se asociaba a diferencias en la
respuesta inmune celular, se realizaron cultivos de CMN de bazo de los distintos grupos
experimentales estimulados con C. muridarum inactivada y se evalud la produccién de
citocinas en los sobrenadantes de cultivo. En la Figura 40, se muestran los resultados
obtenidos en los cultivos de CMN de bazo de ratones infectados tratados o no, sacrificados
en el dia 7 del esquema experimental. Los sobrenadantes de cultivo de CMN de bazo de

ratones C57BL/6 infectados presentaron niveles elevados de IFNy, IL17 e IL6 comparados
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con los valores presentes en ratones C57BL/6 sin infectar. Las CMN de bazo de C57BL/6
infectados y tratados con el alL10, presentaron mayores concentraciones de IFNy, IL17 e
IL6 que los observados en sobrenadantes de ratones C57BL/6 sin tratar. Las CMN de bazo
de ratones C57BL/6 IL10™ produjeron aun mayores cantidades de IFNy, IL17 e IL6 que las
observadas en ratones C57BL/6 infectados y C57BL/6 infectados y tratados con alL10. Los
niveles de TNFa so6lo mostraron incrementos significativos en sobrenadantes de ratones
C57BL/6 1L10™ infectados.
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Figura 40: Niveles de IFNy, IL17, IL6 y TNFa producidos por CMN de bazo de ratones C57BL/6, C57BL/6
alL10 y C57BL/6 IL10" en respuesta a C. muridarum. Se purificaron CMN de bazo de ratones C57BL/6 tratados y no
tratados (C57BL/6) con el anticuerpo recombinante alL10 (clon JES5-2A5) y de animales deficientes en IL10 (IL10™). Estos
animales fueron infectados con C. muridarum via meato urinario y sacrificados a 7 dpi. Las CMN purificadas fueron cultivadas
con medio solamente o con C. muridarum durante 72 hs. En el sobrenadante de estos cultivos se determiné la concentracion
de IFNy, IL17, IL6 y TNFa mediante ELISA sandwich. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5, el gréfico es
representativo de dos experimentos independientes con resultados similares. Valores de * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

fueron considerados estadisticamente significativos.

Estos resultados sugieren que en los cultivos de CMN de bazo de los ratones
C57BL/6 wt infectados existirian linfocitos productores de INFy IL17 especificos para C.

muridarum, y que el bloqueo de IL10 en etapas tempranas de la infeccion permitiria una
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generacion de mayores cantidades de linfocitos productores de estas citocinas. De manera
similar, en ratones C57BL/6 IL10™, la deficiencia en esta citocina permitiria la generacién
de mayores cantidades de linfocitos productores de INFy, IL17 y TNFa. Debido a que
numerosa bibliografia indica que las células Thl son las principales células efectoras
protectoras en la infeccién de tracto genital femenino por C. muridarum, creemos que el
incremento en INFy observado en estos sobrenadantes podria revelar mayores niveles de
linfocitos Th1 especificos en los ratones C57BL/6 tratados con alL10 y en los ratones
C57BL/6 1L10". Estos mayores niveles de linfocitos Thl podrian asociarse, o explicar en
parte, el clearance o la eliminacion acelerada de C. muridarum en la prostata de los

ratones pertenecientes a estos grupos experimentales.

Para conocer si el incremento en INFy observado en sobrenadantes de cultivos era
debido a un incremento en linfocitos Thl, se realizaron ensayos de marcacién y citometria
intracelular en CMN provenientes de bazo o de nédulos drenantes de préstata estimuladas

con C. muridarum y se determind la frecuencia de LT productores de IFNy (Figura 41).
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Figura 41: Frecuencia de LT productores de IFNy en 6rganos linfoides de ratones C57BL/6 tratados con
alL10 y en ratones C57BL/6 IL10" infectados por C. muridarum. Las CMN purificadas de bazo y de nédulos drenantes de
prostata fueron cultivadas con medio solamente o con C. muridarum durante 72 hs. El gréafico representa el andlisis de
citometria de la frecuencia de células positivas para los marcadores analizados. Representativo de dos experimentos

independientes con resultados similares, n = 4.

Los resultados evidenciaron una frecuencia moderadamente aumentada de LT
productores de IFNy (CD3*IFNy®) en los cultivos de los animales C57BL/6 wt infectados

con C. muridarum, en comparacion con lo observado en ratones C57BL/6 sin infectar. No
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obstante cuando se analizé la frecuencia de células CD3*IFNy" en los cultivos
correspondientes al grupo C57BL/6 tratado alL10, o en los cultivos provenientes de
animales deficientes en IL10, esta frecuencia se incrementdé considerablemente.

Resultados similares se observaron en cultivos de bazo y de nddulos drenantes del tejido
prostatico.

El uso de un anticuerpo bloqueante de IL10 y de ratones deficientes en IL10 en el
background C57BL/6, permitio obtener resultados que, en conjunto, nos ayudan a concluir
gue la atenuacion de los efectos de IL10, en las etapas tempranas de la infeccion, o ante la
ausencia de esta citocina, se generan mayores niveles de linfocitos Thl y esto se
acompafia de una mejor eliminacion bacteriana.

Para conocer si el bloqueo de IL10 tenia el mismo efecto en ratones NOD
infectados, se realizé un tratamiento similar al anteriormente descripto y se evalué la carga

bacteriana en préstata de ratones NOD infectados y tratados, o no, con el anticuerpo
alL10.
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Figura 42: Efecto del bloqueo de IL10 sobre la carga bacteriana en ratones NOD infectados por C.
muridarum. A) Esquema de tratamiento con el anticuerpo blogueante alL10 (JES5-2A5). Las flechas verdes indican los dias
en los que se inyecto intra-peritonealmente este anticuerpo en los ratones NOD. La infeccién fue realizada via meato urinario,
de la misma forma que en experimentos previos. Se sacrificaron los animales tratados y no tratados a 14 dpi. B) Mediante
PCR en tiempo real, se determiné las veces de aumento de ADN de chlamydia (OMP1) en funcién al control endégeno
(eEF2) en el tejido prostatico de estos grupos experimentales. Cada punto corresponde a una determinacion individual y la
linea corresponde a la media de esos valores. El grafico es representativo de dos experimentos independientes con

resultados muy similares. Valores de * p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. OMP1, gen estructural de
Chlamydia; eEF2, control end6égeno.
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Los ratones NOD tratados con alL10 presentaron una menor carga bacteriana en
prostata, demostrando que el bloqueo de IL10 en tiempos tempranos también permitio la
eliminacion mas rapida de la bacteria en esta cepa de ratones (Figura 42).

Previamente, se demostré que los LB son la poblacién celular principalmente
relacionada con la produccion de IL10 durante la infeccién del TUGM con C. muridarum.
Para evaluar la participacion de los LB en el clearance de C. muridarum en ratones NOD,
se trataron ratones de esta cepa con un anticuerpo especifico aCD20 (clon 5D2) para
eliminar y reducir de manera significativa a los LB. El tratamiento se realiz6 por via intra-

peritoneal 10 dias previos a la infeccion (Figura 43A).
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Figura 43: Niveles de LB en sangre periférica de ratones NOD tratados con aCD20. A) Esquema de
tratamiento con el anticuerpo especifico para CD20 (clon 5D2). La flecha verde indica el momento en que se inyecto intra-
peritonealmente este anticuerpo en los ratones NOD. La infeccion fue realizada via meato urinario, de la misma forma que en
experimentos previos. Se sacrificaron los animales tratados y no tratados a 14 dpi. B) Graficos representativos de analisis de
citometria de flujo de la sangre periférica de estos animales. En el grafico de barras contiguo se muestra el porcentaje de LB
en sangre periférica correspondiente a la citometria realizada en este tejido, El grafico es representativo de dos experimentos
independientes con resultados muy similares. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5. Valores de ** p<0,01

fueron considerados estadisticamente significativos.

Para analizar si el tratamiento reduce de manera significativa las poblaciones con
fenotipo de LB, se realizaron andlisis de las proporciones de células CD19" en sangre
periférica en ratones tratados con aCD20 y controles. Como se muestra en la Figura 43B,
los niveles de células CD19" se encontraron significativamente disminuidos en el dia 0 del
esquema en los dos grupos de ratones tratados. Un analisis similar realizado en el dia 14,
es decir a los 24 post tratamiento con el aCD20, demostré que los porcentajes de células
CD19" se incrementaron en comparacion a los valores observados en el dia O dpi, sin

embargo se mantuvieron disminuidos en relacién al porcentaje de LB presentes en los
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ratones no tratados. Estos resultados demostraron que el grupo tratado con aCD20, al
menos en circulacion periférica, presentaba una disminucion de LB, mas marcada en los

primeros dias de la infeccién.

El andlisis de la celularidad y los niveles de linfocitos T y B en bazo de ratones
tratados con aCD20 mostrd valores reducidos y menores niveles de células CD19" en bazo
de ratones NOD tratados con aCD20 (Figura 44). Sin embargo, los niveles de linfocitos
CD3" no mostraron diferencias significativas entre ratones tratados o no con aCD20.
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Figura 44: Niveles de LB en bazo de ratones NOD tratados con aCD20. Ratones de la cepa NOD fueron
tratados con aCD20, infectados y sacrificados a los 14 dpi. A) Recuento celular en bazo de ratones de los tres grupos
experimentales (NOD control, NOD infectado y NOD infectado + aCD20). B) Imagenes representativas del analisis de
citometria de flujo del bazo de estos grupos experimentales. C) Valores absolutos de LB y LT en bazo de los tres grupos
experimentales. El grafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados similares. Los datos se

muestran como la media + SEM, n = 5. Valores de * p<0,05; ** p<0,01 fueron considerados estadisticamente significativos.

Al analizar la celularidad en nodulos drenantes de ratones NOD tratados con
aCD20 se observaron mayores recuentos celulares en ratones infectados, que en ratones
NOD controles. Al comparar la celularidad en noédulos de ratones NOD tratados con aCD20
e infectados, o infectados sin tratamiento, se observd nuevamente una menor celularidad
en ratones tratados con aCD20 (Figura 45). El andlisis de LB y LT en nédulos drenantes
demostré menores valores para células CD19" y un aumento significativo para la poblacion
de células CD3" (Figura 45).
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Figura 45: Niveles de LB en nédulos drenantes de préstata de ratones NOD tratados con aCD20. Ratones de
la cepa NOD fueron tratados con aCD20, infectados y sacrificados a los 14 dpi A) Recuento celular en el nédulo drenante de
prostata de ratones de los tres grupos experimentales (NOD control, NOD infectado y NOD infectado + aCD20). B) Imagenes
representativas del andlisis de citometria de flujo de nédulos drenantes de estos grupos experimentales. En ellas se
representa la frecuencia de células positivas para los marcadores utilizados. C) En estos graficos de barras se muestran el
ndmero absoluto de LB y LT en nédulos drenantes de los tres grupos experimentales correspondientes a la citometria
realizada en este tejido. El grafico es representativo de dos experimentos independientes con resultados similares. Los datos
se muestran como la media + SEM, n = 5. Valores de * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 fueron considerados estadisticamente

significativos.

Se observo una reduccion estadisticamente significativa en la carga bacteriana en
la préstata de los ratones tratados con aCD20, demostrando que los ratones que poseen
bajos niveles de LB eliminan més eficientemente a C. muridarum del TUGM (Figura 46).
De manera similar a lo demostrado en ratones pUMT C57BL/6, la falta de LB en ratones
C57BL/6, o niveles muy disminuidos de LB (uso del aCD20) en ratones NOD, se relacion6

con una mejor eliminacién bacteriana.
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Figura 46: Carga bacteriana en préstata de ratones NOD tratados con aCD20. Mediante PCR en tiempo real se
determiné las veces de aumento de ADN de chlamydia (OMP1) en funcién al control endégeno (eEF2) en el tejido prostatico
de estos grupos experimentales. Cada punto corresponde a una variable individual y la linea corresponde a la media de esos
valores. El gréfico es representativo de dos experimentos independientes con resultados similares. Valores de * p<0,05

fueron considerados estadisticamente significativos. OMP1, gen estructural de Chlamydia; eEF2, control endégeno.

Para conocer si la menor carga bacteriana observada en ratones NOD tratados con
aCD20 se relacionaba con mayores niveles de LT productores de IFNy, se midieron las
proporciones de estas poblaciones en bazo y nédulos drenantes de prostata de ratones sin
infectar y ratones infectados tratados o no tratados con aCD20 (Figura 47). La frecuencia
de células CD3'IFNy* fue mayor en bazo y nddulos de ratones infectados cuando se los
comparo con los valores presentes en ratones no infectados. Se compararon los niveles de
células CD3'IFNy" en bazo de ratones infectados tratados o no con aCD20, no se
detectaron diferencias. Sin embargo, en los cultivos de nédulos drenantes de prostata de
ratones infectados y tratados con aCD20, se observé un incremento significativo en el
porcentaje de células CD3*IFNy* en comparacién con los valores presentes en ratones

NOD infectados no tratados con el anticuerpo.

Estos resultados demuestran que la reduccion en los niveles de LB en el momento
de la infeccién se acompafia con una mejor eliminacién bacteriana y mayores frecuencias
de linfocitos T productores de IFNy. En base a estos resultados, se postula que el
tratamiento con el anticuerpo aCD20 redujo la cantidad de LB en los tejidos vy, a
consecuencia de esto, disminuyeron los niveles de IL10 a tiempos tempranos de la
infeccion. Esto se asocié con un aumento en la generacion de LT productores de IFNy,

poblacion relacionada con una mejor eliminacion bacteriana.
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Figura 47: Frecuencia de LT productores de IFNy en bazo y nédulos drenantes de ratones NOD tratados con
aCD20. Las CMN purificadas de bazo y de nédulos drenantes de la prostata fueron cultivadas solamente con medio de
cultivo o con C. muridarum durante 72 hs. El grafico representa el porcentaje de LT productores de IFNy (CD3'IFNy"),
correspondiente al andlisis de citometria de flujo en estos tejidos para los marcadores analizados. El gréafico es representativo
de dos experimentos independientes con resultados similares. Los datos se muestran como la media + SEM, n = 5. Valores

de * p<0,05; fueron considerados estadisticamente significativos. Cm= C. muridarum, INF= Infectado.

Los resultados obtenidos en esta Ultima parte de este trabajo de tesis doctoral,
demostraron que el bloqueo de IL10 en ratones C57BL/6 y NOD se asocié con una
capacidad de eliminacién bacteriana mas eficiente. De la misma manera, ratones IL10"
eliminaron més eficientemente a C. muridarum del TUGM. Por otro lado los resultados
presentados en esta tesis demostraron que la produccion de IL10 fue realizada por LB. En
concordancia con estos resultados, ratones deficientes en LB y ratones tratados con un
anticuerpo que eliminé las poblaciones de LB, también eliminaron mas eficientemente a la
bacteria del TUGM. Nuestros resultados demuestran el importante rol de los LB
regulatorios secretores de IL10 en el modelo de infeccion por Chlamydia y sugieren que la
induccién de esta citocina, mediada por componentes de la bacteria, seria un mecanismo
gue la misma desarrolla para modular negativamente la respuesta inmune protectora del

hospedador logrando asi permanecer como una infeccién crénica.
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En el presente trabajo de tesis, se desarrollé6 un modelo de infeccion del TUGM por
C. muridarum en ratones NOD, que simul6 algunas caracteristicas tipicas de la infecciéon
de tracto genital humano por C. trachomatis. El uso de este modelo experimental permitid
analizar aspectos que en la infeccion humana serian dificiles de abordar, debido
principalmente a que al tratarse de una infeccioén asintomética en la mayoria de los casos,
no se conoce con certeza cuando se produjo la exposicién del individuo a este patdégeno.
Es por ello, que en gran parte de los casos no se puede determinar si se trata de una
primera exposicion o una re-exposicion a la bacteria y, ademas, si en el momento de

realizar los estudios el paciente se encuentra en una etapa aguda o cronica de la infeccion.

Los resultados obtenidos, utilizando el modelo de infeccion en ratones NOD,
demostraron que los mismos, luego de ser inoculados en meato urinario con C. muridarum,
presentaron una infeccién ascendente del TUGM. Se detectd ADN bacteriano en distintos
6rganos que componen el TUGM a tiempos tempranos. La bacteria fue detectada en un
sitio distante a uretra, como es testiculo, y también en la glandula prostatica. De manera
interesante, se observdé que C. muridarum persisti6 a tiempos tardios solamente en el
tejido prostatico. No sélo presencia, sino también mayores cargas bacterianas fueron
detectadas en proéstata, sugiriendo que este tejido favorece la infeccién por esta bacteria.
Al realizar experimentos similares en ratones de otras cepas, como C57BL/6, se observo
un perfil de eliminacion idéntico en uretra, mientras que en la préstata la carga bacteriana
resulté menor que la determinada en este mismo tejido de los ratones NOD y con una
cinética de eliminacion mas rapida. Observaciones similares fueron también descriptas en
el modelo de infeccién en ratas Wistar realizado en nuestro grupo, donde también la
bacteria mostr6 una eliminacion demorada y mayores cargas bacterianas en prostata
(MacKern-Oberti y col. 2011c; Motrich y col. 2012).

La eleccién del tipo de muestra y la metodologia a utilizar en pruebas de screening,
diagnostico y pos-tratamiento de infeccion por C. trachomatis en humanos, deberian tener
en cuenta los resultados presentados en este trabajo de tesis. En este sentido, se han
reportado diferencias en las tasas de prevalencia para esta infeccion en estudios
poblacionales. Estas diferencias estuvieron relacionadas con el tipo de muestra utilizada
(hisopados uretrales, primer chorro de orina, semen y/o expresion prostatica) y las
metodologias empleadas para realizar dichos estudios (Krause y Bohring 2003). De
manera interesante, algunos estudios demostraron la presencia de C. trachomatis en
semen 0 en expresion prostética en pacientes cuyos hisopados uretrales habian sido
negativos para esta bacteria (Gdoura y col. 2001). También fue posible detectar C.
trachomatis en biopsias de pristata en pacientes con hisopados uretrales negativos

(Mackern-Oberti y col. 2013). Estos resultados sugieren que lo observado en el modelo de
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infecciéon por C. muridarum en ratones podria estar también sucediendo en la infeccion del
TUGM en pacientes, y que la muestra de hisopado uretral no seria la mas adecuada, ya
que la misma podria dar resultados falsos negativos, pudiendo estar presente la infeccién
en vias altas del tracto. Nuestros resultados sugieren que, para un diagnéstico adecuado,
es importante seleccionar una muestra biolégica que represente a todo el TUGM. Las
muestras de semen serian una opcion adecuada ya que estas se componen tanto de
espermatozoides como de las secreciones de todas las glandulas accesorias (Corradi y
col. 1995). Estudios realizados con muestras de semen de ratas infectadas con C.
muridarum demostraron que este tipo de muestra permite detectar la presencia de la
bacteria a tiempos tempranos y tardios pi, cuando la misma se encuentra tanto diseminada
en vias altas y bajas del TUGM, como cuando la misma estéa preferencialmente en préstata
(Motrich y col. 2012). Durante el trabajo experimental de esta tesis, se intentdé obtener
semen de ratones NOD utilizando la misma estrategia que para ratas Wistar, sin embargo

la metodologia empleada no fue exitosa.

La deteccion de la Chlamydia mediante cultivo celular es ampliamente aceptada y
considerada la técnica “gold standard” para demostrar no solamente la presencia de
Chlamydia en la muestra analizada, sino también para evaluar la viabilidad de la misma.
En el caso de muestras del TUGM, como semen, orina, expresion prostatica, biopsias
prostaticas y otras, la realizacion de cultivos exitosos es dificultosa y la sensibilidad de la
técnica es cuestionable, principalmente debido a factores como la presencia de inhibidores
del crecimiento bacteriano en las mismas (Krause y Bohring 2003). En este trabajo de
tesis, se realizaron cultivos de tejidos del TUGM de ratones NOD observando solo la
presencia de C. muridarum viable a tiempos tempranos (datos no mostrados). Al realizar
este tipo de ensayos en muestras obtenidas a tiempos tardios los cultivos fueron
negativos, alin en muestras en las que la carga bacteriana evaluada por PCR era positiva.
Es posible que la discordancia en estos resultados obtenidos por cultivo y PCR se deba a
la baja sensibilidad de los cultivos, sumados a menores cantidades de bacteria en tiempos
avanzados del esquema experimental. Debido a estos problemas metodolégicos, todos los
resultados presentados en esta tesis doctoral se realizaron evaluando la presencia de ADN
de C. muridarum en los tejidos del TUGM mediante biologia molecular. Mediante esta
técnica, se encontré que el tejido prostético presentd un maximo de carga bacteriana a 14
dpi y luego la misma se redujo sin llegar a ser negativa, por lo menos en los tiempos
evaluados, hasta el dia 80 pi. Sin embargo, la limitacién de esta técnica es que solo se
pudo detectar la presencia de ADN de la bacteria sin poder determinar si la misma se
encontraba viable. Se ha reportado que pacientes bajo tratamiento con antibiéticos

especificos para C. trachomatis, resuelven la infeccion, pero al quedar restos de ADN
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bacteriano las técnicas de biologia molecular arrojan resultados positivos, aunque no se
conoce durante cuanto tiempo se puede dar esta situacion (Singh y Marrazzo 2013). En
nuestros experimentos, se observaron cargas bacterianas similares desde el dia 45 hasta
el dia 80 pi, sin descenso de los valores, por lo que se podria pensar que la bacteria sigue
presente, replicandose lentamente o en un estado de persistencia en prostata.

De todas formas, para responder estos interrogantes adecuadamente se deberia
realizar otro tipo de analisis. La evaluacion de una posible persistencia bacteriana podria
abordarse mediante estudios de microscopia electrénica y andlisis ultra-estructural de las
inclusiones clamidiales. La persistencia bacteriana podria abordarse también analizando la
expresion de genes asociados a persistencia. Aunque la mayoria de los estudios que
analizan genes relacionados a persistencia se han realizado in vitro y con C. trachomatis,
(Carey y col. 2013) en un trabajo se ha demostrado que la expresiébn de genes
relacionados a persistencia de C. muridarum en ensayos in vitro se asemeja a lo
demostrado en otros modelos de persistencia clamidial. Estos autores evaluaron los
mismos genes y reportaron persistencia de C. muridarum en oviductos en modelos in vivo
de infeccion de tracto femenino por esta bacteria. Seria interesante realizar estudios
similares en el modelo de infeccién del TUGM para evaluar una posible persistencia de C.

muridarum en prostata a tiempos tardios de infeccién.

Nuestros resultados sugieren que el tejido prostéatico podria ofrecer a C. muridarum
un nicho biol6gico éptimo para favorecer su permanencia/persistencia y el desarrollo de
infecciones prolongadas en el TUGM, pudiendo ésta no ser detectada en la uretra a
tiempos tardios pi, pero permanecer en este tracto cronicamente. Nuestras observaciones
apoyan los estudios realizados en pacientes que indican que C. trachomatis es uno de los
agentes mas frecuentemente asociados a prostatitis cronicas bacterianas (Wagenlehner y
col. 2006).

Se ha reportado que la infeccion del tracto genital por C. trachomatis, tanto en
hombres como en mujeres, se asocia con el desarrollo de una inflamacion moderada en
varios de los tejidos que componen este tracto (Redgrove y McLaughlin 2014; Meara y col.
2014). Sin embargo, el analisis de las poblaciones celulares que infiltran esos tejidos no ha
sido aun muy explorado. En este sentido, los modelos experimentales son importantes
para abordar estos procesos y la bibliografia cuenta con datos Unicamente relacionados a

inflamacion e infiltracion de tracto genital femenino (Mackern-Oberti y col. 2013).

En este trabajo doctoral se demostré que, durante el curso de la infeccion, se
detecta la presencia de infiltracion leucocitaria en distintos tejidos del TUGM. El grado de

esta infiltracion leucocitaria, determinada por la presencia y cantidad de células CD45"
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(marcador leucocitario), acompafié en cierta medida a la presencia de C. muridarum en los
tejidos analizados. A tiempos tempranos pos-infeccion el infiltrado fue mayor y luego, con
el transcurso del tiempo, se redujo a valores basales. Nuestro blanco de estudio fue
precisamente la prostata, en donde se evalu6 en paralelo la carga bacteriana y la
presencia de infiltrado inflamatorio, el cual fue maximo en el dia 14 dpi y luego disminuyo
hasta alcanzar valores similares a los animales sin infectar. Este infiltrado inflamatorio
estuvo constituido principalmente por células GR1* (probablemente neutréfilos), y en
segunda y tercer instancia por LT (CD3") y LB (CD19"), respectivamente.

Como se menciond anteriormente, los neutrofilos son las primeras células en llegar
al sitio de infeccién, aunque en el caso de infecciones por Chlamydia todavia no se ha
demostrado si tienen un rol positivo o negativo en el control inicial de la diseminacién de la
bacteria (Meara y col. 2014). En otros modelos desarrollados en ratones C57BL/6
infectados intra-peritonealmente con Chlamydia abortus, se ha visto que la ausencia de
neutréfilos aumenta marcadamente la susceptibilidad a la infeccion (Buendia y col. 2002).
Estudios realizados en muestras de hisopados uretrales y vaginales de pacientes con
infeccién por C. trachomatis describieron la presencia de PMN (Cunningham y Beagley
2008). Como se observd en este trabajo de tesis, y también ha sido reportado en la
bibliografia, diferentes cepas de ratones poseen susceptibilidades distintas a la infeccién
por Chlamydia. Estas diferencias en susceptibilidad se deben a diversos factores que
involucran tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa (Darville y col. 2001). Nuestros
resultados demostraron que ratones de la cepa NOD presentaban un mayor infiltrado
inflamatorio en prostata, compuesto principalmente por células GR1", y eran los animales
en los que la eliminacion de C. muridarum fue mucho mas lenta. Para los ratones de la
cepa C57BL/6, se observé menor cantidad de infiltracion y eliminacion méas rapida de la
bacteria. La presencia de la bacteria podria estar induciendo el reclutamiento de mayores
cantidades de leucocitos al sitio de infeccion, pero si estos fueran funcionales deberian
lograr eliminarla. Se podria decir que los leucocitos que infiltran el tejido prostéatico reciben
algun tipo de condicionamiento que les impide eliminar eficientemente a C. muridarum. La
caracterizacién solo mediante la expresién del marcador GR1 no nos permitié conocer si
estas células fueron funcionales y si poseian buena capacidad de eliminar a C. muridarum.
En los Ultimos afios, la bibliografia se ha descripto una poblacion GR1" con capacidades
supresoras, denominadas células mieloides supresoras, que tienen funciones regulatorias
y participan en diferentes procesos como en infecciones por Mycobacterium tuberculosis
(Dorhoi y col. 2015). En el caso de la infeccion por M. tuberculosis, las células mieloides
supresoras han sido identificadas en el sitio de la infeccion e interactian con las células

presentes contribuyendo a la inflamacion. Para el caso de infecciones por C. trachomatis o
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C. muridarum, no se ha reportado aun la participacion de esta poblacién particular. Seria
interesante caracterizar fenotipicamente a los leucocitos GR1" que infiltran prostata en
nuestro modelo para conocer si tienen fenotipo y funcionalidad compatible con estas
poblaciones celulares descriptas.

Las segundas poblaciones celulares en cantidad, observadas en los infiltrados
prostaticos de los ratones NOD infectados fueron LT. La bibliografia ha descripto el
reclutamiento tanto de linfocitos CD4" como CD8" durante la infeccién de tracto genital
femenino (Morrison and Morrison 2000; Rank y col. 2000; Redgrove y McLaughlin 2014).
Se conoce que, para generar una respuesta eficiente que controle y elimine la infeccién por
Chlamydia, es necesario que se induzca una robusta respuesta de linfocitos Thl, que
llegue al tracto genital y provea la cooperacién necesaria para eliminar a la bacteria. En
modelos de infeccién de tracto femenino, se ha descripto que la llegada de células TCD4"
especificas es dependiente de las integrinas a4$1, ya que el blogueo de estas integrinas
resulté en el impedimento del trafico a tracto femenino y la pérdida de la capacidad
protectora frente a la infeccion. Estudios realizados en pacientes, demostraron que los
nameros de células T y neutréfilos se encontraban muy elevados en endocervix de mujeres
con infeccién por C. trachomatis, con aumentos tanto en sub-poblaciones CD4" como
CD8". Las células infiltrantes mostraban un fenotipo de LT de memoria, y no se encontrd
asociacion entre los niveles de carga bacteriana y los niveles de células infiltrantes (Ficarra
y col. 2008). En relaciéon a antecedentes bibliograficos referidos a infiltracion de tejidos del
TUGM, y en especial de prostata, durante la infeccién por Chlamydia los datos disponibles
son muy escasos. Sélo nuestro grupo habia reportado la infiltracién de células CD45" en
prostata de ratas Wistar, pero no se habia realizado un estudio de las distintas poblaciones
que estaban infiltrando. Como se mencion6 con anterioridad, se detecté un incremento
significativo de células CD3" en prostata de ratones infectados. Es importante mencionar
que dentro de esta poblacion celular CD3" también podrian encontrarse linfocitos NKT. En
modelos de infeccion de tracto femenino, se ha reportado la presencia de células NKT
infiltrando endocervix y diferentes estudios indican que las mismas tienen un rol regulatorio
positivo durante la infeccion (Shekhar y col. 2015).

Nuestros resultados revelaron, ademas, células CD19" infiltrando prdstata de
ratones NOD infectados con C. muridarum. La presencia de LB infiltrando tejidos del tracto
genital femenino ha sido descripta. En un estudio realizado infectando hembras BALB/c
con diferentes dosis de C. muridarum, observaron infiltracion de células CD19", CD4",
CD1i1c’ y GR1', aungue los niveles de linfocitos CD19 eran significativamente menores
cuando se los compar6 con los niveles de linfocitos CD4". Estudios realizados en

secreciones endocervicales de pacientes con infeccion por C. trachomatis, mostraron
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incrementos en células CD4"y CD8" pero sin diferencias para las poblaciones con fenotipo
de LB cuando se las comparo con mujeres sanas (Mittal y col. 2004). La presencia de
células CD19" infiltrando el tracto genital se relaciona con distintas funciones que se
atribuyen a los LB: presentacion antigénica, produccion de anticuerpos y regulacion de la

respuesta inmune.

Otra poblacion celular detectada en los infiltrados de animales infectados por C.
muridarum fueron células NK. En la infeccién de tracto genital femenino, se ha descripto el
reclutamiento y participacién de esta poblacion celular (Nagarajan y col. 2011). Trabajos
realizados en modelos de infeccion de ratones deficientes en la molécula MyD88
demostraron que los mismos presentaban menores cantidades de células NK infiltrando
tracto genital femenino, teniendo fundamentalmente alterada la produccion de IFNy por
parte de esta poblacion celular y como consecuencia, esto resultd en una reduccién
significativa de la respuesta Thl generada. Al igual que lo que se observa en la infeccion
de tracto genital femenino, la infeccién del TUGM resulté en infiltracion de células NK en
préstata, aunque en nuestros ensayos so6lo analizamos fenotipo CD56" sin un andlisis de

las citocinas producidas por estas células.

Moniz y col. identificaron un incremento de CD y pCD en el tracto genital y en
nddulos drenantes de hembras BALB/c infectadas con C. muridarum (Moniz y col. 2009).
Estos autores demostraron que las pCD producian IL10 en respuesta a estimulos in vitro
con C. muridarum. En otro trabajo publicado por estos autores, demostraron que la
deplecion de pCD produjo cambios en los niveles de Treg, células CD8" y NK, sin alterar
los niveles de células Thl, ni modificar la carga bacteriana de las hembras infectadas
(Moniz y col. 2010). En nuestro modelo, también se detectd la presencia de células CD11c”
CD3 CD19 en la prostata aunque en menor proporcion a las otras poblaciones
mencionadas. Al no completar la caracterizacion fenotipica de las mismas, no es posible
asegurar que se trate de CD, pCD, o una combinacion de ambas infiltrando el tejido

prostético.

De esta manera, los resultados de la presente tesis doctoral son los primeros que
analizan las poblaciones inmunes innatas y adaptativas que infiltran el TUGM en un
modelo murino. En un futuro serd interesante analizar no solo los tipos celulares
infiltrantes, sino también abordar estudios fenotipicos y funcionales mas detallados que
permitan evaluar los posibles roles de estas poblaciones en la eliminacién bacteriana y/o

modulacion de la respuesta inmune.

Es bien conocido que quimiocinas y citocinas producidas durante la respuesta

inmune innata son las responsables del reclutamiento de células inflamatorias para intentar
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controlar la infeccion, colaborando con el establecimiento de una respuesta inmune
adaptativa Optima (Morrison y Caldwell 2002). En nuestro modelo experimental se
evidenci6 el aumento de las quimiocinas CCL5, CCL17, CXCL1 y CXCL2 en tejido
prostatico de ratones infectados.

Estudios realizados con una linea de células epiteliales de cancer de prostata (PC-
3) infectadas con C. trachomatis, demostraron que las mismas eran capaces de
incrementar significativamente los niveles del ARN mensajero de CCL5 durante la infeccion
(Sellami y col. 2014). Se ha demostrado, ademas, que CCL3 y CCL5 son importantes en el
reclutamiento de células CD4'IFNy* a tracto femenino en modelos de infeccién por C.
muridarum (Deruaz y Luster 2015). Aunque la quimiocina CCL17 también participa en el
reclutamiento de LT, no existen en la bibliografia reportes que vinculen a la infeccion por

Chlamydia con incrementos en CCL17, como se demostré en nuestro modelo de infeccidn.

Analizando muestras de semen de pacientes infectados con C. trachomatis,
detectaron incrementos significativos de CXCL1 y CXCL9 comparados con valores
hallados en semen de pacientes sanos (Hakimi y col. 2014a). En cultivos primarios de
préstata, vesiculas seminales y epididimo/vasos deferentes de ratones C57BL/6
estimulados con C. muridarum, también se observaron incrementos significativos de
CXCL1 (Mackern Oberti y col. 2011b). En otro modelo de infeccion con E. coli
uropatogénica, donde se observa una gran infiltracibn de neutréfilos, los autores
encontraron incrementos en el ARN mensajero de CXCL1 en el tejido infiltrado (Chan y col.
2013). Este aumento de CXCL1 también se observé en nuestro modelo experimental, y el
mismo podria estar relacionado con el reclutamiento de neutrdéfilos al sitio donde se esta

generando la respuesta inmune.

Otra quimiocina que ha sido vinculada al reclutamiento de neutréfilos es CXCL2.
Zaharik y col. demostraron que CD derivadas de médula 6sea de ratones C57BL/6
expuestas a C. muridarum producian CXCL2; y ademas, ratones infectados con C.
muridarum mostraban incrementos en CXCL2 (Zaharik y col. 2007). Cultivos primarios de
células prostaticas estimulados con Chlamydia también evidenciaron aumentos en CXCL2
(Mackern Oberti y col. 2011b). De esta manera, es posible que los incrementos en CXCL1
y CXCL2 observados en préstata de ratones NOD infectados se asocien a los aumentos en

células GR1" infiltrantes de prdstata.

En nuestro estudio, las quimiocinas CCL2 y CCL3 no mostraron incrementos en
prostata de los ratones infectados. Sin embargo, tanto CCL2 como CCL3 han sido
vinculadas con el reclutamiento de macréfagos, CD y LT CD4" al tracto genital femenino

durante la infeccion con C. muridarum. Es importante tener en cuenta que nuestros
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estudios fueron realizados a un solo tiempo pi (7 dpi), una semana antes al mayor
reclutamiento leucocitario observado en la préostata (14 dpi). Seria interesante hacer un
andlisis mas amplio estudiando otros tiempos pi para poder describir mejor las quimiocinas

mas incrementadas durante el curso de la infeccion.

Si bien en varios reportes se ha vinculado a la infeccion por Chlamydia con el
desarrollo de infiltracion e inflamacion en tejidos del TUGM, estudios de pacientes con
diferentes infecciones de tracto genital masculino muestran que la infeccion por C.
trachomatis se asocia con menores niveles de leucocitos en semen comparada con
infecciones por Micoplasma, E. coli y otros microorganismos (Bravo y col. 2012). Es
posible que la inflamacibn mas moderada se asocie con la caracteristica asintomatica de
esta infeccién y, quizas por ello, ain no se han podido encontrar efectos perjudiciales
significativos sobre la fertilidad masculina en pacientes con infeccion por C. trachomatis
(Krause y Bohring 2003; Motrich y col. 2012; Mackern-Oberti y col. 2013).

En modelos de Prostatitis Autoinmune Experimental, el aumento del infiltrado
inflamatorio en el tejido prostatico se asocia al dolor pélvico desarrollado por los animales
(Rudick y col. 2008). De la misma manera, ratones infectados en el TUGM con una cepa
de E. coli aislada de pacientes con Sindrome de dolor pélvico agudo, mostraron infiltracién
en prostata acompafada de dolor pélvico (Quick y col. 2013). En el presente trabajo se
evalu6é dolor pélvico en los ratones infectados con C. muridarum. Los ratones NOD
infectados mostraron un maximo de dolor pélvico a los 4 dpi, cuya intensidad fue
disminuyendo a medida que la cinética de la infecciobn avanzé. Al analizar en conjunto la
presencia de infiltracion y el dolor pélvico en nuestro modelo se evidencid, que el dolor
pélvico precede al infiltrado inflamatorio. Sin embargo, el dolor pélvico podria no solo
asociarse a la infiltracion del tejido prostatico, sino también a otros mediadores no
analizados. En la actualidad se sugiere que los mastocitos participan en fendbmenos de
sensibilizacion (Sayed y col. 2008; Walker y col. 2012) y podrian contribuir a la
sensibilizacién neuronal periférica mediada por el factor de crecimiento nervioso (NGF)
(Thacker y col. 2007). Se ha demostrado que los mastocitos expresan en su membrana
receptores TrkA'y, por lo tanto, la unién del factor NGF puede provocar la degranulaciéon de
estas ceélulas y establecer un mecanismo de retroalimentacion que favorezca la
sensibilizacién (Murphy y col. 2014). Entonces, tanto el factor NGF, como los productos de
secrecion de los mastocitos, podrian estar actuando y teniendo un rol importante en el
desarrollo del dolor pélvico. En nuestros estudios no se analiz6 la poblacion de mastocitos,
ni los niveles de NGF durante el proceso infeccioso, por lo que si bien se puede concluir
que durante el proceso infeccioso los animales experimentan dolor, aln no es imposible

inferir el mecanismo implicado.
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En la infeccién con Chlamydia es necesario que la respuesta inmune adaptativa del
hospedador se active para eliminar al microorganismo. La generacion de anticuerpos
especificos secretados por LB ha sido descripta y la transferencia de anticuerpos de
animales infectados genera proteccion, por lo que la participacion de la inmunidad humoral
es importante (Li y McSorley 2015). Durante el curso de la infeccion del TUGM por C.
muridarum, nos interes6 también evaluar la presencia de respuesta inmune humoral contra
el patégeno. Se detectaron anticuerpos IgG especificos para HSP60 de Chlamydia y
anticuerpos 1gG especificos contra la bacteria completa mediante IFl; sin embargo, no
realizamos ningun estudio para analizar si los mismos tenian algin papel importante en la

proteccion.

Diversos autores han demostrado que durante el desarrollo de la respuesta inmune
frente a Chlamydia spp., se genera, ademas de inmunidad humoral, inmunidad celular
contra la bacteria (Hakimi y col. 2014b). En nuestros estudios se evalu6 la presencia de
CMN secretoras de citocinas en respuesta a C. muridarum en distintos tiempos de la
infeccion del TUGM. Al agregar como estimulo C. muridarum muerta por calor, nuestra
estrategia era activar, hacer proliferar, e inducir la secreciébn de citocinas en aquellas
poblaciones de LT cuyos TCRs fueran especificos para antigenos de C. muridarum. Sin
embargo, para nuestra sorpresa encontramos altos niveles de IL10 en los sobrenadantes
de cultivo en tiempos del esquema en los que la inmunidad adaptativa especifica no podria
haberse inducido aun. Solo se encontr6 IFNy e IL17 a tiempos tardios del esquema
experimental, y también IFNy en el dia 7 pi. Estos resultados, junto con la produccién de
IL10 observada en CMN de ratones controles estimuladas con C. muridarum, condujeron a
analizar con detenimiento las poblaciones celulares que eran responsables de la

produccion de estas citocinas.

En otros modelos de infeccién, también se han demostrado producciones altas de
IL10. Este es el caso de infecciones con Neisseria gonorrhoeae, donde se han observado
elevadas concentraciones de IL10 producidas por células CD4", CD8", CD19*, CD11c" y
CD11b" (Liu y col. 2014). En el trabajo citado, se demostré también la presencia de células
CD4", IL10", Foxp3’, es decir LT regulatorios (Trl) productores de IL10. La produccion de
IL10 en modelos de infeccién también ha sido descripta durante la infeccién con E. coli
uropatogénica, donde la poblacién responsable de la produccién de IL10 eran células con
fenotipo de mastocitos, es decir células c-KIT*. En modelos de infeccién por Streptococus
pyogenes, se ha observado produccion de IL10 por Trl, los cuales demoran la generacion
de respuesta celular y le permiten a la bacteria colonizar méas efectivamente al hospedador.
En modelos de infeccion por Staphylococus aureus, se ha reportado produccion de IL10

por macréfagos, los cuales producen esta citocina luego del reconocimiento de
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peptidoglicanos de la pared bacteriana (Chau y col. 2009; Frodermann y col. 2011; Duell y
col. 2012).

En relacion a la infeccion por Chlamydia, la produccion de IL10 también fue
reportada en un modelo de hembras BALB/c infectadas con C. muridarum (Moniz y col.
2009) y, ademas, en estudios realizados con pacientes. Un articulo revel6 que PBMC de
mujeres infectadas con C. trachomatis estimuladas con antigenos clamidiales producian
altos niveles de IL10, en comparacién con la produccién de PBMCs de mujeres sanas
(Vats y col. 2007). Respecto a qué poblacion es la responsable de producir IL10 en
modelos de infeccibn por Chlamydia, s6lo un trabajo realizado en ratones C57BL/6
infectados con C. trachomatis, report6 que en tracto genital inferior habia aumentos de CD
productoras de IL10. Los demas trabajos que demostraban produccion de IL10, no
analizaron la poblacién responsable de producirla. Mas recientemente, durante la Gltima
etapa de esta tesis doctoral, Moore-Connors y col. reportaron la presencia de células
CD1d", CD5" y CD43, productoras de IL10 en un modelo de infeccion de tracto genital

femenino por C. muridarum (Moore-Connors y col. 2014).

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral demostraron que, en el modelo de
infeccion del TUGM, las principales células productoras de IL10 eran LB. En todos los
puntos de la cinética de infeccidén estudiados se observd una mayor frecuencia de células
CD19" e IL10". Purificando LB mediante cell-sorting o perlas magnéticas, y luego
cultivando estas células con C. muridarum, se corroboré que esta poblacion celular era
capaz de producir la IL10 sin la colaboracién de otros tipos celulares. De manera
interesante, al estimular con C. muridarum la fraccion de CMN sin LB, se observaron
incrementos significativos de varias citocinas inflamatorias como IFNy, TNFa e IL6. Estos
resultados hacen suponer que la secrecién de IL10 por LB en estos cultivos, regula
negativamente la secrecion de citocinas inflamatorias como las evaluadas. Se conoce que
IL10 inhibe la inflamacion, la actividad de macrofagos y la produccion de citocinas como
INFy, IL12 y TNFa (Duell y col. 2012). Esto es lo que podria estar ocurriendo en los
cultivos de CMN, donde la presencia de LB estimulados por C. muridarum secretan
elevados niveles de IL10, la cual inhibe en las demés células la produccion de citocinas
inflamatorias. Sin embargo, para demostrar esto se deberia bloquear la accion de la IL10
en estos cultivos (por ejemplo con el agregado de un anticuerpo bloqueante) vy,
posteriormente, evaluar el efecto sobre la secrecidbn de citocinas pro-inflamatorias.
Resultados preliminares revelan que LB humanos de sangre periférica estimulados con C.
trachomatis inactivada con calor, también secretan IL10 (datos no mostrados). Estos
resultados estimulan a continuar realizando estudios con muestras humanas y evaluando

asi la participacion de LB regulatorios en la infeccion en humanos.
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Debido a que se encontraron LB productores de IL10 en etapas tempranas de la
infeccion, y que LB de animales controles producian IL10 en respuesta a C. muridarum, se
analizé la posibilidad de que algun receptor de la inmunidad innata pudiera estar
participando en el reconocimiento de la bacteria y la posterior produccién de IL10. Luego
de evaluar la produccion de IL10 de LB provenientes de ratones C57BL/6 wt, C57BL/6
TLR2" y C57BL/6 TLR4", se demostré que la presencia de TLR4 en estas células resultd
fundamental para la produccién de 1L10.

Se ha postulado que algunos de los PAMPs presentes en C. muridarum serian
reconocidos por receptores del tipo Toll y este reconocimiento podria estar asociado a la
produccion de determinadas citocinas (Vabulas y col. 2001; Heine y col. 2003; Da Costa y
col. 2004). Nuestros resultados demostraron que cLPS induce la producciéon de IL10 en LB
purificados. Si bien se producen considerables cantidades de IL10 en estos cultivos, al
estimular solamente con cLPS no se pueden explicar los mayores niveles de IL10
observados en los cultivos estimulados con C. muridarum entera. Es muy dificil conocer las
concentraciones de cLPS que corresponderian a las mismas cantidades de CE usados
para estimular LB purificados; pero por las diferencias en los niveles de IL10 en los
sobrenadantes, es posible que otros PAMPs presentes en C. muridarum también estén

involucrados en la induccién de esta citocina.

Datos bibliogréficos indican que los LB1 y los LB de ZM responden rapidamente a
antigenos timo-independientes y, por estas y otras caracteristicas se los ha llamado LBI.
Los LBI se activan a través de receptores PRRs como los TLR, los cuales reconocen a
diferentes patdgenos microbianos y producen grandes cantidades de IL10 y de anticuerpos
naturales, principalmente del tipo IgM, generando de esta forma una defensa temprana
critica contra infecciones (Zhang y col. 2013). En los cultivos de LB purificados estimulados
con C. muridarum, se observé la produccién de grandes cantidades de IgM y también de
lgG (1gG3 principalmente), aunque esta Ultima en menor proporcién. Los resultados
demuestran que los linfocitos productores de IL10 en nuestro modelo se comportan como
LBI.

Como se mencioné anteriormente, las funciones regulatorias de LB productores de
IL10, en ratones, han sido asignadas principalmente a las LBI (B1 y LB de ZM) (Zhang y
col. 2013). De esta forma, se pudo evaluar si, células purificadas que expresaban
marcadores clasicos de LB de ZM o LB2, respondian a C. muridarum produciendo IL10.
Nuestros resultados demostraron que LB de ZM fueron los principales productores de IL10.
Debido a las bajas proporciones de LB1 en bazo, no fue posible analizar, mediante la
misma estrategia, si LB1 purificados responden frente al estimulo con C. muridarum

produciendo IL10. Los resultados sugieren que LB de ZM serian los principales
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productores de IL10 en nuestro modelo. El andlisis de las proporciones de esta sub-
poblacion en ratones NOD, C57BL/6 y BALB/c mostré mayores cantidades de LB de ZM en
bazo de ratones NOD. Esta mayor proporcion de LB de ZM podria relacionarse a la
elevada capacidad de las CMN de bazo de ratones NOD de producir IL10 en respuesta a

C. muridarum.

También nos interesd analizar si, luego de la activacion con C. muridarum, los LB
productores de IL10 expresaban marcadores asociados a activacion o relacionados con
alguna determinada funcion. Al estimularon CMN de bazo de ratones NOD con C.
muridarum, se pudo determinar que los LB que producian IL10 expresaron en su superficie
los marcadores CD1d"CD5". Estos marcadores fenotipicos pueden ser expresados tanto
por los LBla, como también por los LB de ZM activados. Teniendo en cuenta que los LB
de ZM estan en mayor proporcién que los LBla en el bazo de los ratones NOD, y que por
otro lado, los LB de ZM fueron, en comparacién, los principales productores de IL10
cuando purificamos estas poblaciones celulares, podemos decir que en estos cultivos las
células responsables de la produccion de IL10 serian los LB de ZM. A pesar de esto, no
podemos descartar completamente la posibilidad de que los LBla puedan contribuir, en
alguna proporcién, a la produccion de la IL10 durante el curso de la infeccién. La poblacion
LB1a ha sido descripta como productora de esta citocina anti-inflamatoria en otros modelos
experimentales (Yoshizaki y col. 2012). Se ha reportado que los LB1 en la cavidad
peritoneal son la principal fuente de IL10 producida por LB (Yang y col. 2013). Al analizar la
produccion de IL10 por células peritoneales de animales NOD estimuladas con C.
muridarum, se observaron elevadas concentraciones (datos no mostrados). Los resultados
antes mencionados nos sugieren que las células productoras de IL10 en el peritoneo
podrian ser los LB1. Sin embargo, la fenotipificacion de las células no fue incluida en
nuestros ensayos. Es importante tener en cuenta ademas que los LB activados in vitro
cambian la expresién de marcadores clasicos de sub-poblaciones (LB1, LB2, LB de ZM),
por lo que el andlisis de estos marcadores post estimulacién no seria el adecuado para

identificar la sub-poblacion responsable de la secrecion de IL10 en nuestro modelo.

También se pudo demostrar en nuestros experimentos que LB IL10" expresaron
CD39 y PD-L1. Se conoce que estas moléculas cumplen funciones regulatorias: CD39
cataliza la descomposicién de ATP extracelular a ADP y AMP, mientras que CD73 cataliza
la conversion de AMP a la adenosina (Antonioli y col. 2013). EI ATP extracelular
desempeiia un papel pro-inflamatorio, mientras que la adenosina, por el contrario, tiene un
rol mas bien anti-inflamatorio. Por lo tanto, la regulacion del equilibrio entre el ATP
extracelular y la concentracion de adenosina es importante para mantener la homeostasis

(Kaku y col. 2014). En cuanto al ligando PD-L1, se ha demostrado que esta molécula
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cumple funciones regulatorias en modelos de cancer e infecciones virales (Yao y col.
2013). Al unirse PD-L1a su receptor, PD1, genera fendbmenos de inmunosupresion en la
célula que expresa este receptor. Es posible entonces, que la activacion de LB con C.
muridarum induzca, ademas de la secrecion de IL10, la regulacion también via PD-L1/PD1.

La interaccién de IL10 con su receptor conduce a la fosforilacibn de STAT3 asi
como también a la activacion de MAPK/ERK. ElI STAT3 activado transloca y se une a una
region especifica del nucleo resultando en la transcripcion de SOCS3 (supresor de la
sefializacién de citocinas 3) que tiene como funcion inhibir sefales pro-inflamatorias
(Hakimi y col. 2014b). Nuestros resultados demostraron que los LB productores de IL10
presentaban activacion de STAT3 y MAPK/ERK. La activacién de STAT3 se observo
también en células CD45°CD19 en estos cultivos, indicando que la IL10 presente en
dichos cultivos también ejerce efectos sobre estas poblaciones celulares. Esto corrobora,
ademas de la secrecion de IL10, la activacién de sefales intracelulares involucradas en la
misma. Seria también interesante analizar SOCS3 en estos cultivos. Nuestros resultados
evidenciaron la induccién de LB regulatorios durante la infeccion del TUGM por C.
muridarum. Estos LB se inducen a tiempos tempranos de la infeccion, posiblemente a
través de la interaccion de PAMPs de C. muridarum que interaccionarian con receptores
de la inmunidad innata en LB. Los LB regulatorios inducidos, ademas de secretar IL10 en
respuesta al estimulo bacteriano, producen IgM e IgG3 y, también, podrian mediar sus

acciones a través de otros mecanismos como los que involucran PD-L1 y CD39.

La IL10 producida por LB durante la etapa temprana de la infeccién, en la que la
respuesta inmune adaptativa se esta induciendo, podria tener una consecuencia negativa
fundamentalmente sobre la generacion de LThl, la principal poblacion que participa en el
control y eliminacion de esta bacteria. En otros modelos experimentales de infeccién se ha
reportado que concentraciones altas de IL10 en las etapas tempranas de la infeccién
atentian la efectividad del sistema inmune para controlar al microorganismo. Este es el
caso de infecciones por patégenos como N. gonorrhoeae, E. coli uropatogénica, L.
monocytogenes (Chan y col. 2013; Horikawa y col. 2013; Liu y col. 2014), en las que se ha
observado secrecion de IL10 y atenuacion de diferentes mecanismos inmunoldgicos de

defensa.

Como se menciond anteriormente, en nuestro modelo observamos produccién
temprana de IL10, tanto para la cepa NOD como para la cepa de ratones C57BL/6. Como
se evidencié mayor produccion y mas sostenida de IL10 en la infeccion en ratones NOD,
se postula que los mayores niveles producidos en esta cepa podrian contribuir a la mayor
susceptibilidad y a la eliminacion méas demorada de C. muridarum en la cepa NOD. Para

determinar si la secrecién IL10 y sus efectos se relacionan con la eliminacion demorada de
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esta bacteria en los tejidos de interés, procedimos a realizar tratamientos con anticuerpos
bloqueantes de la IL10. El bloqueo de IL10 en ratones infectados NOD y C57BL/6 acelero
el clearance de la bacteria. Para confirmar estos hallazgos, se infectaron ratones C57BL/6
IL10™, en los cuales se determiné que la ausencia de la citocina acelera la eliminacién de
la misma de la prostata. En el modelo de infeccion con C. trachomatis en tracto genital
femenino, se observé que animales C57BL/6 IL10" reducen mas rapidamente la carga
bacteriana de los lavados vaginales en comparacion con los C57BL/6 wt (Igietseme y col.
2000; Marks y col. 2010). En un modelo de inoculacion intra-nasal de C. pneumoniae, se
observo que los animales deficientes en IL10 también eliminan méas rapidamente a la
bacteria que el correspondiente grupo control, pero el dafio en el tejido es mayor (Penttila y
col. 2008). En nuestro modelo, sin embargo, no se evalué adn si al bloquear IL10, y
acelerar la eliminacién de la bacteria, se observa dafio en el tejido y/o consecuencias con
alteraciones en la fertilidad masculina. Nuestros resultados sugieren que la liberacién de
IL10 se asocia con menor eliminacion del patégeno, y ademas se apoyan en estudios
realizados con otros microorganismos (Chan y col. 2013; Horikawa y col. 2013; Liu y col.
2014). También al trabajar con animales IL10” o administrar anticuerpos bloqueantes de
IL10, se observd que la resolucién de la infeccion se aceler6 en comparacién con los

respectivos grupos controles.

Al demostrar que la fuente celular productora de IL10 en nuestro modelo son los
LB, se elimind o redujo esta poblacion y se analizé si se producian modificaciones en el
clearance bacteriano genital. Ratones tratados con aCD20 evidenciaron una menor carga
bacteriana. Los hallazgos se apoyan también en los resultados obtenidos al infectar
ratones C57BL/6 uMT, deficientes en LB, los cuales también exhibieron un clearance
aumentado de la bacteria en el tejido prostatico. Sin embargo, se ha reportado que ratones
hembras C57BL/6 pMT infectadas con C. trachomatis no mostraron diferencias en la
cinética de eliminacion bacteriana, en contraposicion a lo observado en nuestro modelo
(Johansson y col. 1997b; Johansson y Lycke 2001). Estas diferencias podrian responder a
requerimientos diferentes entre ambos tractos (masculino vs. femenino) para combatir la
infeccion, o también a las especies de bacterias utilizadas en estos modelos (C. muridarum

vs. C. trachomatis).

Es ampliamente aceptado que la respuesta inmunolégica Thl es la encargada de la
resolucion de la infeccion por Chlamydia spp. (Johansson y col. 1997a). En los cultivos de
CMN de animales NOD infectados, se observé una secrecion incrementada de 1L10 por
parte de los LB. En ratones NOD, la produccién de IFNy e IL17 s6lo se encontr6 en cultivos
correspondientes al dia 80 pi. Estudios en ratones C57BL/6, mostraron mayor produccién

de IFNy e IL17. Es decir estos ratones producen menores niveles de IL10, mayores niveles
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de IFNy e IL17 y lograban una mejor eliminacion bacteriana. Al realizar experimentos de
bloqueo con el anticuerpo anti 1L10 y/o utilizar la cepa deficiente para esta citocina, se
observé mayor produccion de IFNy y una mejor eliminacién bacteriana. Penttila y col.
encontraron incrementos significativos en la produccién de IFNy, TNFa e IL6 al infectar
intra-nasalmente con C. pneumoniae a ratones deficientes en IL10 (Penttild y col. 2008),
resultados asociados a un clearance aumentado del patégeno.

De manera interesante, se demostré que la poblacion productora de IFNy eran LT.
El incremento en la frecuencia de células CD3*IFNy* fue mas acentuado en los ratones
IL10" que en los ratones bajo el tratamiento con el anticuerpo alL10. De la misma manera,
se observaron mayores niveles de células CD3*IFNy* en 6rganos linfoides de ratones NOD
tratados con aCD20. Nuestros resultados, en conjunto, demuestran que C. muridarum
posee componentes estructurales capaces de inducir la producciéon de IL10 en LB. Esta
citocina anti-inflamatoria, producida en los primeros dias de la infeccion, modula
negativamente la generacion de la respuesta Thl y con ello permite la permanencia por

mas tiempo de la bacteria en el TUGM.

La basqueda de proteccion inmunolégica contra Chlamydia spp. esta enfocada, hoy
en dia, al estudio de vacunas a subunidades, en donde MOMP es uno de los candidatos
mas estudiados (Andrew y col. 2011; Cheng y col. 2011). Aunque por un lado se ha
logrado generar proteccién en algunos modelos, la variabilidad que presenta esta proteina
entre las distintas serovariantes generaria la formulacion de vacunas polivalentes usando
las serovariantes mas frecuentes en la poblacién a inmunizar (Meara y col. 2014). También
se han postulado otros candidatos, como las proteinas polimoérficas de membrana (Pmp),
proteinas efectoras como Tarp (Translocated actin recruiting phosphoprotein) y CPAF entre
otros, con resultados prometedores en el desarrollo de este tipo de vacunas (Brunham y
Rappuoli 2013; Meara y col. 2014).

El principal desafio que hoy presentan las vacunas a subunidades es el uso de
buenos adyuvantes para potenciar y prolongar en el tiempo la inmunizacién generada. Este
tipo de adyuvantes puede ejercer su funcion aumentando la inflamacion local o sirviendo
de depdsito, logrando una liberacion controlada del antigeno en cuestion y sostenida en el
tiempo. Ambos mecanismos pretenden reclutar CPAs al sitio de la inmunizacion e
incrementar su capacidad para estimular LT virgenes. Se ha reportado que la utilizacion de
adyuvantes polarizantes hacia un perfil Thl en conjunciéon con antigenos clamidiales,
estimulan a CD a inducir LTh1 productores de IFNy. Sin embargo, en estos estudios se
pudo determinar el desarrollo de una proteccion parcial (Meara y col. 2014). Debido a esto

altimo consideramos que la posible produccion de IL10 por LB, y/o diferentes sub-tipos
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celulares durante el curso de la infeccion por Chlamydia spp., deberia ser tenida en cuenta

a la hora del desarrollo de nuevas vacunas.

Finalmente, todos los datos obtenidos nos sugieren que la eliminacién demorada de
C. muridarum en los ratones de la cepa NOD podria deberse, en gran parte, a un
condicionamiento de la respuesta inmune generada por la misma bacteria, que
principalmente actuaria mediante la modificacién del perfil de citocinas en las etapas

iniciales de la infeccion.

Los resultados de esta tesis doctoral apoyan la hipétesis que plantea a la induccion
de IL10 por esta bacteria como un mecanismo que la misma ha desarrollado para evadir la
respuesta inmune del hospedador, aminorando asi la respuesta inmune protectora del

mismo.
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Microorganismo utilizado

La cepa bacteriana de C. muridarum (C. trachomatis MoPn-WEISS) fue gentilmente
obsequiada por el Dr. K. H. Ramsey (EEUU). A esta cepa se la crecié6 y amplificé en
células LLCMK2. Brevemente, los cultivos infectados se centrifugaron a 1800 rpm durante
45 min y se crecieron en medio RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen), suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB, Natocor), L-glutamina 2 nM y 1 pg/ml de cicloheximida (Sigma,
EEUU) a 37 °C y 5% de CO,. Luego de 48 hs, dichos cultivos se recolectaron vy
homogeneizaron con el uso de perlas de vidrio estériles para lisar las células
hospedadoras y permitir la liberacién de los CE. Los detritos celulares se removieron por
centrifugacion a 1000 rpm durante 15 min. Los CE enriguecidos se centrifugaron a 1800
rpm durante 5 min y se resuspendieron en una solucién isotonica de sucrosa-fosfato-acido
glutamico (buffer SPG). El buffer SPG utilizado se prepar6 con Fosfato de sédio = 0,01 M;
Sacarosa = 0,25 M; Acido glutamico =5 mM; pH = 7,2. Las alicuotas se conservaron hasta
Su uso a -80°C. Para conocer que cantidad de CE tenian estas alicuotas, se realizaron
diluciones seriadas y se infectaron cultivos de células LLCMK2 por 48 hs. Para revelar la
presencia de C. muridarum, se agreg6é un anticuerpo anti cLPS conjugado con FITC
(Biomerieux, Francia) y se observdé mediante un microscopio de epifluorescencia (Nikon

Eclypse).

Purificacion de cuerpos elementales (CE) de Chlamydia muridarum

Cultivos celulares de células LLCMK2 se infectaron con C. muridarum, se
cosecharon y homogeneizaron con el uso de perlas de vidrio estériles. Con el objetivo de
eliminar los restos celulares que provenian de la linea LLCMK2, el homogeneizado se
centrifugd a 1000 rpm por 5 min. Luego, se recolecté el sobrenadante y se lo centrifugo6 a
12000 rpm por 1 hs a 4 °C. El precipitado se resuspendié en medio RPMI1640 y se
deposité sobre un gradiente preparado con 3,5 mL de urografin (Roche) al 30% en la
fraccion superior y 3,5 mL de solucion de sacarosa 0,3 M en la parte inferior. Dicho
gradiente se centrifugo a 12000 rpm por 1 h a 4 °C. El precipitado se disolvié en SPG y se
centrifugd a 13000 rpm por 40 min a 4 °C. Luego el precipitado se disolvié otra vez en
SPG, se alicuoté y almacend a -80°C. Posteriormente, se cuantificé la cantidad de CE
presentes en las alicuotas infectando con diluciones seriadas cultivos celulares de células
LLCMK2 por 48 hs y revelando la presencia de C. muridarum por el agregado de
anticuerpo anti LPS de Chlamydia spp. conjugado a FITC. La titulacién del inéculo de C.

muridarum se observo mediante un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclypse).
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Obtencion de HSP60 recombinante

Debido a los requerimientos de crecimiento intracelular, el cultivo a gran escala de
Chlamydia spp., para la consecuente purificacion de las proteinas, es sumamente
laborioso y dificil. Para superar esta dificultad, se obtuvieron proteinas recombinantes de
Chlamydia spp. a partir de E. coli transformadas. Las cuales, en condiciones de cultivo
apropiadas, produjeron HSP60 de Chlamydia spp. con una secuencia carboxi-terminal de 6
residuos histidina. Estas bacterias se transformaron con pladsmidos obsequiados por el Dr.
J. S. H. Gaston (Inglaterra). La expresion de proteinas recombinantes se indujo por la
adicion de isopropyl-B-D-tiogalactopiranosddico a los cultivos de E. coli crecidos en medio
Luria-Betari. Luego de 8 hs, los cultivos se centrifugaron, se lavaron con PBS y se
resuspendieron en PBS. A continuacién, se sonicaron en hielo cuatro veces con ciclos de
30 seg de sonicado y 1 min de reposo. Después de centrifugar a 8500 rpm a 4 °C, el
precipitado se solubilizé en buffer PBS conteniendo urea 8 M. La proteina se purificd
mediante cromatografia de afinidad utilizando columnas de Sepharosa cargadas con
NiSQ,, las cuales son capaces de unir la secuencia final de 6 residuos Histidina presentes
en la proteina HSP60 recombinante. Luego, la proteina se eluyé mediante un gradiente de
concentracion de Imidazol. Las diferentes fracciones se analizaron por electroforesis en gel
de poliacrilamida para recolectar las fracciones de interés (aquellas fracciones donde se
detectd la maxima elucién de la proteina). Posteriormente, se dializ6 en PBS por 24 hs a 4
°C y a continuacion se determiné la concentracién proteica de HSP60 en las fracciones

mediante el método de Bradford.

Cepas de ratones utilizadas

Los ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 se adquirieron en la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de la Plata, Argentina. Los ratones
C57BL/6 TLRZ'/'(BG.129-Tlr2tm1Kir/J), C57BL/6 TLR4™ (C57BL/10ScNJ), C57BL/6 IL10™
(B6.129P2-1110"<9"/]) y C57BL/6 uMT (B6.129S2-Ighm™“?"/J), se adquirieron en EE.UU
(The Jackson Laboratory). Los animales NOD (NOD/ShiLt]) y NOD-SCID (NOD.CB17-
Prkdc®®J), los cedieron los Dres. Diane Mathis y Cristoph Benoist. Los animales se
mantuvieron y endocriaron en el bioterio del Centro de Investigaciones en Bioquimica
Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET) bajo condiciones libres de patégenos especificos
y de acuerdo con los requisitos del comité de ética institucional. Los animales se
mantuvieron con agua y alimento ad-libitum, con ciclos de 12 hs de luz/oscuridad a 20 °C

bajo humedad controlada.
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Protocolo de infeccion por C. muridarum

Grupo Infectado: Ratones machos de 8 semanas de edad de las cepas NOD,
NOD-SCID, BALB/c, C57BL/6, C57BL/6 TLR2" (B6.129-TIr2tm1Kir/J), C57BL/6 TLR4™
(C57BL/10ScNJ), C57BL/6 IL10™ (B6.129P2-1110"™¢9"/J) y C57BL/6 uMT, se anestesiaron
con 27,4 uL de ketamina (Ketonal 50 mg/mL Richmond Veterinaria, Argentina) y 13,5 yL de
xilacina al 2% (20 mg/mL Alfasan, Holanda), llevado a volumen final de 200 pL por
inyeccion con solucion fisiolégica. Luego, se recostaron sobre sus espaldas, se les retrajo
el prepucio y se inoculé 1x10® CE de C. muridarum en 20 pL de SPG a través del meato
urinario, simulando la via natural de acceso al tracto genital. A partir de este momento, se
considerd el dia 0 de la infeccién y, en funcibn a los parametros que se quisieron

determinar, los animales se sacrificaron a distintos tiempos pos-infeccion (pi).

Grupo Control: Como grupo control, se utilizaron Las mismas cepas de ratones, en
donde, en lugar de infectarlos con la bacteria, estos solamente se los inocul6é con 20 uL de

SPG via meato urinario.

Purificacion de ADN de C. muridarum del tejido

Los tejidos del TUGM se obtuvieron a diferentes tiempos pos-infeccion. La
disgregacion de los mismos y la purificacion del ADN bacteriano, se realiz6 segun las
especificaciones provistas por el fabricante del kit comercial usado (AccuPrep® Genomic
DNA Extraction Kit, Bioneer).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADN total obtenido se lo utiliz6 para la amplificacién del gen especifico de C.
muridarum OMP1, usando primers especificos disefiados en nuestro laboratorio (sentido
5-GCC GTT TTG GGT TCT GCT T-3' y anti-sentido 5-CGT CAA TCA TAA GGC TTG
GTT CA-3’). Como control enddgeno, se utilizaron primers especificos para el gen eEF2
(sentido 5-AGC TGA TGC AGA AGC TGG A-3 y anti-sentido 5- CCC CTC GTC TAG
CAG CTC AC-3’). Se incubaron 2 ug de ADN con 1,25 U de Taqg ADN polimerasa, 1,5 mM
MgCl,, deoxinuclettidos trifosfatos 1 mM (Invitrogen, Life Technologies) y de los
oligonucleétidos sentido y anti-sentido 1 uM, de ambos genes de interés. Cada muestra se
incub6 en un termociclador (MyCycler Termal Cycles, BioRad) con el siguiente programa:
un ciclo inicial de desnaturalizacion de 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos
(desnaturalizacion 94 °C, hibridacion 58 °C y elongacién 72 °C) y un ciclo final de
elongacion de 5 min a 72 °C. Los productos de amplificacion, de 100 y 186 pares de bases
respectivamente, se visualizaron en geles de agarosa tefiidos con SYBR Safe, segun las

indicaciones del fabricante (SYBR® Safe ADN Gel Stain, Life technologies). Se utilizé el
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control enddgeno (eEF2) para normalizar tanto la PCR semi-cuantitativa, como la PCR en

tiempo real (QPCR).

PCR en tiempo real

El ADN obtenido a partir de los tejidos disgregados, se lo amplificé también usando
los mismos primers ya mencionados (MOMP y eEF2) con el termociclador StepOneTM
System (Life technologies). Se incubaron 2 ug de ADN extraido con el primer sentido (1
pM), el primer anti-sentido (1 yM), SYBR® Select Master Mix (Life technologies) (7,5 pl) y
agua para llevar a 15 pL de volumen final. Programa de PCR: 95 °C, 15 min, 1 ciclo; 95 °C,
15 seg; 60 °C, 30 seg; 72 °C, 30 seg, 40 ciclos. Para la obtencion de la curva de
disociacion: 95 °C, 60 seg; 65 °C, 60 seg. Los resultados se analizaron con el software
StepOne 2.2.2.

Deteccidon de leucocitos infiltrantes de tejidos por Citometria de Flujo

Se obtuvieron los tejidos del TUGM provenientes de ratones de las diferentes cepas
y en diferentes situaciones experimentales, mediante extraccion directa, luego de eutanizar
a los animales. Una vez extraidos, los tejidos se pesaron y disgregaron en medio RPMI
1640 de manera mecéanica y enzimdtica, a través del agregado de 0,05 mg/mL de
Colagenasa tipo IV (Roche Diagnostic, Basilea, Switzerland) y 0,02 mg/mL de ADNsa |
(Sigma-Aldrich) durante 45 min a 37°C. Las suspensiones celulares generadas, se lavaron
con medio suplementado con SFB al 10%, para inactivar a las enzimas, y luego se filtraron
a través de filtros Aylan de diferente tamafio de poro (70 y 40 ym) para obtener una
suspension libre de detritos tisulares (BD Bioscience). Los leucocitos vivos se contaron en
Camara de Neubauer mediante tincién con Azul de Tripan. A posterior, se marc6 a las
células con los diferentes anticuerpos monoclonales (CD3, CD19, GR1, CD56, CD11c,
CD45) conjugados con diferentes fluorocromos y luego se las analizé utilizando el
citbmetro de flujo FACS Canto Il (BD Bioscience). Para el analisis de los datos se utilizé el
programa FlowJo (Version 7.6.2).

Estudios histolégicos

Luego de extraer los tejidos prostaticos de los grupos experimentales de interés,
éstos se los fij6 en formaldehido al 4% en PBS durante 24 hs y posteriormente lavados y
embebidos en etanol al 70%. Las muestras fijadas se las embebié en parafina, siguiendo
protocolos estandares, seccionadas en cortes de 6 um de espesor y se las tifié con

hematoxilina y eosina para su posterior observacion.
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Estudios de inmunohistoquimicos

La técnica de IHQ también se realizO sobre cortes de tejidos prostaticos
provenientes de los mismos grupos experimentales. Las secciones de tejido se las hidrato,
tratd con un recuperador antigénico (Dako) y bloqued para eliminar la actividad peroxidasa
enddégena con un buffer bloqueante (Dako cytomation, Glostrup, Dinamarca), segun
recomendaciones del fabricante. Para determinar la presencia del infiltrado leucocitario
dentro de los tejidos, éstos se los incubd con un anticuerpo aCD45 pan-leucocitario (clon
30-F11). Luego, los vidrios se lavaron e incubaron con un anticuerpo secundario marcado
con peroxidasa (BD, Bioscience; San Diego, CA, Estados Unidos). La deteccién
colorimétrica se realiz6 utilizando el kit de deteccion DAB para esta técnica (BD,
Bioscience). Los vidrios se lavaron y contra-tifieron con hematoxilina. Luego se analizaron
los cortes en un microscopio 6ptico (Axiolab, Zeiss, Jena, Alemania) a una magnificaciéon
de 400X.

Secrecion de citocinas por Células CMN de bazo y células de nédulos

linfaticos drenantes de prdstata

Las CMN de bazo y de nddulos que drenan la glandula prostatica (paravertebrales),
se las obtuvo a partir de una disgregacion mecanica sobre una malla metalica para generar
una suspension celular homogénea. Luego se las separ6 por un gradiente de densidad
Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich) con el fin de eliminar los eritrocitos, los leucocitos
polimorfonucleares y las células muertas. Las células obtenidas se las resuspendié en
RPMI 1640, suplementado con L-glutamina 2 mM, Gentamicina 50 pug/mL, 283
mercaptoetanol 50 mM y SFB 10%. Ademas, se las conté con el fin de determinar la
cantidad de leucocitos viables para luego ser afiadidos en placas de cultivo de 96 pocillos,
en una densidad de 1x10° células por cada pocillo. Dichas células se las incubé durante 72
hs en presencia de medio (condicién basal), LPS 5 yL/mL de E. coli (serotipo 055:B5,
Sigma, EEUU), o en presencia de CE de C. muridarum inactivada por calor en diferentes
relaciones indicadas en los ensayos realizados (Cm-10 = 10 CE por cada célula presente
en el cultivo, Cm-100 = 100 CE por cada célula en cultivo, Cm-1000 =1000 CE por cada
célula en cultivo). Los sobrenadantes de los cultivos se los recolecto a las 24, 48 'y 72 hs

segun fue indicado, para luego determinar la concentracion de diferentes citocinas.

Las citocinas evaluadas en esta tesis fueron IFNy (BD), IL-17A (eBioscience), IL-10
(BD), IL6 (eBioscience) y TNFa (eBioscience), utilizando kits comerciales de ELISA y

siguiendo las recomendaciones de los respectivos fabricantes.
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Expresion de quimiocinas en el tejido prostatico

Las glandulas prostéticas provenientes de los grupos experimentales control e
infectado, se las obtuvo en el dia 7 pi del esquema experimental. A estas se las disgreg6
en un buffer de lisis conteniendo inhibidores de proteasas (RayBiotech, Norcross, GA) y se
las homogeneiz6 con Ultra-Turrax hasta generar una suspension homogénea, segun las
indicaciones del fabricante. Se cuantificO la concentracién de proteinas utilizando el
método de Bradford, y suspensiones de 300 ug de proteinas totales de las diferentes
muestras se las incubd con las membranas comerciales del Protein Array Kit (RayBiotech).
Todos los ensayos se realizaron de acuerdo a las estrictas instrucciones del fabricante y
los datos se analizaron utilizando el programa especificamente recomendado por el

fabricante.

Mediciéon del dolor pélvico

Para evaluar el dolor pélvico, los ratones de los grupos de interés se los sometié a
un test de comportamiento (Rudick y col. 2008; Quick y col. 2013), mediante alodinia tactil
en la regién pélvica en diferentes dias del esquema experimental. Estos ensayos se
realizaron en camaras individuales de plexiglas, las cuales poseen un piso con una rejilla
del mismo material. Los ratones se los colocé dentro de la camara y luego de un periodo
de 20 min de aclimatacién, se los someti6 a pequenas fuerzas en la zona pélvica,
aplicadas con filamentos de von Frey en orden creciente de fuerza (0,04; 0,16; 0,4; 1,0y
4,0 gr) (Bioseb, Chaville, Francia). Cada filamento fue aplicado 10 veces durante un corto
periodo (1-2 seg) con un intervalo entre los estimulos de 5 seg. La estimulacion se limit6 a
la zona baja del abdomen, donde se encuentra la préstata, y se la realizd en diferentes

sectores de esta area para evitar el fenémeno de desensibilizacion.

Se consideraron como respuestas positivas a tres tipos de comportamientos: 1) la
retraccion brusca del abdomen; 2) lamer o arafiar la zona donde se realiz6 el estimulo con
el flamento; y 3) saltar luego de recibir el estimulo. La frecuencia de la respuesta se
calculé como el porcentaje de respuesta positiva, y los datos se informaron como la media

del porcentaje de frecuencia de respuesta.

Obtencién de muestras de suero sanguineo

Las muestras de sangre de ratén se obtuvieron mediante puncién cardiaca y por
sangrado de la cola de estos animales. Estas muestras se recolectaron en tubos sin
anticoagulante, se dejaron coagular durante 10 min a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 4000 rpm durante 4 min. De esta forma se obtuvieron las muestras de

suero, las cuales se mantuvieron a -20 °C hasta su uso.
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ELISA indirecto para detecciéon de IgG anti HSP60

Para evaluar la cantidad de anticuerpos especificos para HSP60 de C. muridarum,
en primer lugar se sensibilizaron placas de 96 reservorios con 50 pL de una solucién 20
pg/mL de la proteina recombinante HSP60 de Chlamydia en buffer carbonato (pH= 9,5).
Luego de una incubacion a 4° C durante la noche, se lavé las placas con PBS-Tween
(0,05%) tres veces y bloqueadas con PBS-SFB 10% durante 2 hs a 37°C. Al finalizar la
incubacién, las placas otra vez se lavaron con PBS-Tween tres veces mas y se agrego6 50
ML de diluciones seriadas de los sueros de los ratones de los diferentes grupos
experimentales (primer dilucion 1/50). Los sueros se los diluyé en PBS-SFB al 5%. Las
muestras se las incubd durante 2 hs a 37 °C y se realizaron nuevamente los lavados. Se
agregd6 un anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa (cat. A 9044 Sigma-Aldrich,
USA) vy se incub6 durante 1 hs a 37 °C. Luego, se lavaron las placas 5 veces con PBS-
Tween para eliminar el anticuerpo no unido y se reveld la reaccién con el agregado de 50
uL de 3,3’,5,5 tetrametilbencidina (cat. 555214, TMB Substrate Reagent Set, BD OptEIA™,
USA). La reaccion se frend con el agregado de H,SO,4 (2 M). A las absorbancias se las
cuantific6 a 450 nm (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) vy los resultados se los

expreso como valores de densidad 6ptica (DO).

Inmunofluorescencia indirecta para la deteccién de IgG anti C. muridarum

Se realizaron cultivos de células LLCMK2 y se infectaron con C. muridarum. Luego
de 24 hs pi, a los cultivos se los fijo, se los lavd y se les agregd muestras séricas diluidas
de los diferentes grupos de animales incubando por 1 hs a temperatura ambiente. A
continuacion, estos cultivos se lavaron nuevamente y se incubaron con un anticuerpo anti-
IgG de ratén marcado con FITC durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
se realizé una co-tincion con DAPI durante 2 min, para poder visualizar las inclusiones
clamidiales y los nucleos celulares. Las muestras se las observé en un microscopio de
epifluorescencia (Nikon Eclypse). La presencia de IgG especifica para las inclusiones
clamidiales se observé como una marca fluorescente en el canal FITC que co-localizé con

la tincién con DAPI.

Citometria de flujo de moléculas de superficie e intracelular

Citometria de flujo de moléculas de superficie

Se realizaron marcaciones de superficie ex vivo en suspensiones de CMN de bazo
y nédulos drenantes de préstata. En algunos ensayos se realiz6 este tipo de marcacion en
muestras de sangre periférica. A las células se las conté y posteriormente incubé durante
30 min con los anticuerpos anti CD19, CD3, CD21, CD23, CD11lc, CD56 y CDA45
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conjugados a diferentes fluorocromos. Luego de los lavados correspondientes, las células
marcadas se las resuspendié en liquido diluyente de citometria Facs-flow (BD Bioscience)
y se las adquirié por el citotmetro FACS Canto Il (BD Bioscience). Se analizaron los datos a
través del programa FlowJo (Version 7.6.2). De esta forma, se pudo evaluar la proporcion y
cantidad de ciertas poblaciones celulares presentes en los tejidos analizados.

También se realizaron otras marcaciones de superficie a partir de CMN cultivadas
en presencia y ausencia de C. muridarum, durante 72 hs. Para este ensayo, se recolectd
las células y se las marc6 durante 30 min con anticuerpos especificos para las siguientes
moléculas CD3, CD19, B220, CD1d, CD5, CD23, CD21, CD39, PDL1, PD1 y FcyRIib,
conjugados con diferentes fluorocromos. Posteriormente, las células se las adquiri6 como
se menciond anteriormente. Estos estudios formaron parte de la fenotipificacion de LB

productores de IL10.

Citometria de flujo de moléculas intracelulares

Las células cultivadas, durante 72 hs con estimulos ya establecidos para cada
disefio experimental, se las estimulé con 10 ng/mL de PMA y 1 ug/mL de lonomicina
(Sigma-Aldrich) durante 5 hs. Para evitar la secrecion de las citocinas y poder detectarlas
dentro de las células se agregd ademas, durante este tiempo de estimulacion,10 ug/mL de
Brefeldina A (BD biosciences) o 10 ug/mL de Monensina (BD biosciences) segun
correspondia en funcion a las especificaciones del fabricante. Se recolectaron las células
de los cultivos y se las tifié con anticuerpos contra diferentes moléculas de superficie para
luego ser fijadas y permeabilizadas con buffer de fijado y permeabilizado para citocinas
(BD Bioscience). A continuacion, se marcaron las células con anticuerpos especificos para
IFNy, IL-10, IL17, pSTAT3 y pMAPK/ERK, conjugados a diferentes fluorocromos
convenientemente seleccionados. Estos anticuerpos se los diluyé en el buffer
permeabilizante (BD Bioscience). La marcacion de las citocinas intracelulares se la realizé
durante 40 min a 4 °C. Luego de las marcaciones y lavados, se resuspendi6 a las células
en Facs-flow (BD Bioscience). Las muestras se las adquirié en un citometro de flujo FACS
Canto Il (BD Bioscience) para luego ser analizadas utilizando el programa FlowJo (Version
7.6.2).

Purificacion de LB

Se obtuvo la suspensién celular de CMN a partir de un pool de bazos de animales
de las diferentes cepas (NOD, C57BL/6 wt, C57BL/6 TLR2" y C57BL/6 TLR4™") mediante
métodos ya descriptos. Luego se procedié a realizar la purificacion de LB a partir de esta
suspension de CMN mediante dos técnicas diferentes segun fue indicado oportunamente

para cada condicion experimental:
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Purificacién de LB por Cell-sorting

Se realiz6 una marca de superficie de las CMN de la suspensién obtenida, para lo
cual estas células se las incubd durante 20 min con anticuerpos especificos para B220 y
CD19. Las CMN marcadas se las separ6 mediante cell-sorting utilizando el equipo FACS
Canto Il. Se corroboré la pureza realizando un analisis post-sort determinando una
purificacion de 94%. Las fracciones celulares obtenidas (fraccién con LB, fraccion sin LB y
CMN enteras), se las resuspendio en RPMI 1640, suplementando con L-glutamina (2 mM),
Gentamicina (50 ug/mL), 2B mercaptoetanol (50 mM) y SFB al 10%, y se las cont6é para
luego ser afiadidas a placas de cultivo de 96 pocillos en una densidad de 1x10°
células/pocillo. Dichas células se las incub6 durante 72 hs en presencia de medio de
cultivo (condicion Basal), con el agregado de LPS (5 yL/mL) o con C. muridarum inactivada
por calor, en diferentes relaciones indicadas en los ensayos realizados. También se agregé
como estimulo cLPS que fue obsequiado gentilmente por el Dr. A. Eley (Inglaterra). En el
sobrenadante de estos cultivos, se procedié a determinar la concentracion de citocinas
mediante ELISA sandwich. En estos cultivos, también se determin6é la frecuencia de

células productoras de IL10 a través de citometria de flujo intracelular.

Purificacién de LB por Perlas magnéticas

Los LB se los aisl6 mediante seleccidn negativa usando perlas magnéticas. Se
incubaron las CMN con perlas magnéticas acopladas a anticuerpos aCD43, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec). Luego, se corrobord la pureza mediante
citometria de flujo usando anticuerpos especificos para B220 y CD19, demostrando que la
misma fue aproximadamente del 90%. Posteriormente, las fracciones celulares se las
cultivé como se indicé para la purificacién celular anterior. A los sobrenadantes de estos
cultivos se los cosechd y se les determiné la concentracién de citocinas mediante ELISA

sandwich.

Purificacién de LB de zona marginal y LB foliculares

A partir de un pool de bazos de ratones NOD se obtuvieron suspensiones celulares
y se realizaron marcaciones de superficie con anticuerpos especificos para B220, CD19,
CD23 y CD21, conjugados a diferentes fluorocromos seleccionados convenientemente.
Posteriormente y mediante cell-sorting, se procedio a la separacion y cuantificacion de LB
viables de estas poblaciones, para luego ser afiadidas en placas de cultivo de 96 pocillos
en una densidad de 1x10° células/pocillo. Se cultivaron durante 72 hs con medio de cultivo
suplementado solamente (estimulo basal), o con CE inactivados por calor (Cm-1000). Se

recolectaron los sobrenadantes de estos cultivos y, mediante ELISA sandwich, se evalud la
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concentracion de varias citocinas, tal como fue debidamente indicado y segun las

recomendaciones de los fabricantes.

Cuantificacion de IgM, lgG e Isotipos de IgG en sobrenadantes de LB

purificados estimulados con C. muridarum

En los sobrenadantes de los cultivos de LB purificados por cell-sorting y
estimulados con C. muridarum, o medio, se analizé la concentracion de diferentes isotipos
de anticuerpos totales (IgM, IgGt, IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3) utilizando la técnica de
ELISA sandwich y siguiendo las indicaciones y recomendaciones del fabricante
(Southernbiotech, Birmingham, USA).

Tratamientos de blogueo de IL10 o deplecidon de células CD20"

Grupo Infectado + alL10: Para realizar el bloqueo de la IL10 endbégena, se
inyectaron intra-peritonealmente 500 ug de anticuerpo alL10 (IgG1 de rata, clon JES5-2A5;
BD, USA) por animal. La primera inyeccion se la realizd el dia previo a la infeccién del
animal (-1 dpi). La segunda al dia siguiente (0 dpi) y luego, cada dos dias, se realizaron
tres inyecciones mas, completando un total de 5 en ratones C57BL/6 y NOD. La finalidad
de este esquema experimental fue bloquear IL10 a tiempos tempranos pos-infeccién. Los
animales de la cepa C57BL/6 se los sacrificé al dia 7 y 14 dpi. Mientras que los ratones de

la cepa NOD, solo se los sacrificd a los 14 dpi.

Grupo Infectado + aCD20: La deplecién de LB fue realizada en los ratones de la
cepa NOD. Para ello, se inyectaron intra-peritonealmente 50 ug/ratéon del anticuerpo
aCD20 (IgG2a de ratén, clon 5D2; Genentech, USA), y se realizé un seguimiento de la
cantidad de LB en sangre de estos animales tratados, a modo de determinar el momento
en el cual se produjo la méxima reduccién de LB en circulacién (la molécula CD20 es
expresada por los LB). La maxima reduccion de células CD19" ocurrié a los 10 dias
posteriores al tratamiento con el aCD20. De esta forma, se procedié a tratar a los animales
de este grupo con una unica inyeccién del anticuerpo aCD20, 10 dias antes de realizar la
infecciébn con C. muridarum, con el objeto de generar una reduccion de LB en las etapas

tempranas de la infeccion.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo utilizando el software GraphPad Prism (version
5.00). Se utilizaron los siguientes test estadisticos: T-test, ANOVA de una o dos colas,
segun correspondia para cada situacion experimental. Los resultados se presentaron como
promedio + error estandar de la media (SEM). Valores de * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001

se los considerd estadisticamente significativos.
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