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“It is paradoxical, yet true, to say, that the
more we know, the more ignorant we become
in the absolute sense, for it is only through
enlightenment that we become conscious of
our limitations. Precisely one of the most
gratifying results of intellectual evolution is
the continuous opening up of new and greater

prospects.”

Nikola Tesla (1856 - 1943)

“Sans la curiosité de lesprit, que serions-nous?
Telle est bien la beauté et la noblesse de la
science: désir sans fin de repousser les
Jrontiéres du savoir, de traquer les secrets de
la matiére et de la vie sans idée préconcue des

conséquences éventuelles.”

Marie Curie (1867 - 1934)

v



AGRADECIMIENTOS

En el camino que culmina en la defensa de esta tesis no estuve sola. Por el contrario, fueron
muchas las personas responsables de que el esfuerzo y el trabajo de estos tltimos 5 afios dieran
frutos. Es hermoso mirar hacia atras y acordarse los momentos compartidos, las risas y alegrias,
pero también los momentos dificiles donde parecia que este dia no iba a llegar nunca, y recordar

a todos los que me apoyaron y me ayudaron a seguir.

Agradezco a mi director, Alex, que me acept6 para formar parte de su laboratorio “naciente”,
me dio un lugar para realizar este trabajo de tesis, me enseno6 a trabajar con Chlamydia, y me
permiti6 formarme profesionalmente y crecer bajo su direccion. Hago extensivo el
agradecimiento a los demas directores del laboratorio 119-120 por las recomendaciones en los
seminarios y por los innumerables “préstamos” que hicieron posible este trabajo. Agradezco
también a los investigadores que conforman el CIBICI, que siempre han estado dispuestos a
ayudar, en especial Al Dr. Gustavo Chiabrando, la Dra. Susana Genti y la Dra. Belkys Maletto con

quienes hemos colaborado en distintos proyectos.

Agradezco a los integrantes de la comision de tesis, Dra. Andrea Smania, Dra. Cecilia Cuffini y
Dr. José L. Bocco, por el apoyo que me brindaron en cada una de las reuniones de tesis y por el
tiempo que han dedicado a evaluar este trabajo. Agradezco también al Dr. Fernando Soncini por

haber aceptado ser el evaluador externo y aportar su mirada critica sobre esta tesis.

Gracias a mis compaifieros del laboratorio, transité esta tesis sin compafieros que compartieran
el mismo proyecto, pero rodeada de personas que estuvieron dispuestas a darme una mano a lo
largo del camino y de escucharme cuando lo necesitaba. Sin dudas que hubiera sido mucho méas
duro sin ustedes. Muchas gracias a todos los que pasaron por el laboratorio en estos afios: Ana
Lia, Danilo, Nubia, Falc6n, Nadia, Mire, Jesi, Marian, Lau R., Magui, Lu K., Andre, Anita, Lu S.,
Pablo, Euge, Ruso, Ale, Flor P., Flor V., Cande, Lau G., Cin...a todos por sus consejos, préstamos
y por cada pinta que compartimos. Gracias Lucy R., ademas de mi companera de mesada fuiste
como la hermana mayor que no tengo, la que “siempre sabe” que hay que hacer. Gracias a Paulo
por todo lo que me ensenaste y por esos burakos interminables. Gracias también a mis
compaileritos “temporales” Ignacio, Eugenia, Maria José y Alan por el tiempo que compartimos.
Gracias a todos los integrantes del CIBICI, que de una u otra manera, han sido parte de este

camino. Agradezco en especial a Coni y Maxi, mis compafieros y amigos desde la facu.

Gracias a Jesi, Dani, Vicky, y Vero con quienes compartimos experimentos en distintos

proyectos. A Coti y Fede por ayudarme con los anticuerpos.



Gracias a todos los integrantes del “Valdivia lab”. Muchisimas gracias a Raphael por abrirme
las puertas de su laboratorio. iCompartir esos meses con ustedes fue increible! La pasion con la
que trabajan es contagiosa. Saber que las dificultades del trabajo con Chlamydia eran
compartidas por todos fue un empujoén para “seguir persistiendo”. iGracias Anusha, Robert, Lee,
Victor, Sena, Lauren, Per, Michi! Especialmente gracias a Robert por tanta paciencia, por cada
café con el que discutimos los resultados. Muchas gracias a “la vecina” Danielle, por tanto carifo

y por los hermosos momentos que compartimos.

Gracias a los mendocinos. Gracias Marian por todo lo que nos reimos juntos, gracias Agus por
ayudarnos con los experimentos y por recibirme en tu casa, gracias a Teresa por aceptar colaborar

con nosotros.

Gracias a Gaby, Lauri G., Ale, Pili, Carlos, Ceci, Vicky J., por todo el “soporte técnico” en este
tiempo. También a Adri, Martin, y Ceci por su ayuda administrativa desde la secretaria y a Betina

y demas integrantes de posgrado por aceitar la burocracia.

Gracias a los que me acompafiaron en mis primeros pasos en el mundo de la investigacién, por
contagiarme su entusiasmo y dedicacién. Ellos también son participes de esta historia. Gracias a
Guille, Tomas y Teresa con quienes comencé a trabajar en Orgéanica. También gracias a José Barra
por ensefiarme “a hacer mutantes” y, mas alla de eso, por todo el apoyo (cientifico y moral) que

recibi trabajando en su laboratorio, donde hice mi tesis de grado.

No me quiero olvidar de mis alumnos, gracias por permitirme compartir con ustedes el desafio

de aprender.

Agradezco a la Facultad de Ciencias Quimicas (UNC), en particular al Departamento de
Bioquimica Clinica-CIBICI, por brindarme el espacio fisico donde llevar a cabo mi tesis. Gracias
también al apoyo econémico de CONICET, FONCyT, SECyT-UNC, PEW y la Fundacion

Bunge&Born, sin el cual no habria sido posible concretar este trabajo.

Agradezco a mis amigas, los pilares que siempre me sostienen. Solo ustedes saben cuantas
veces me han escuchado y aguantado hablar de los miles de problemas que iban surgiendo...no
tengo palabras para decir cuanto las quiero y necesito. A mis amigas del cole; Mily, Vale, Co R.,
Cande, Mari, Sofi, Coti H.; y a mis amigas de la vida; Nati, Marce, Ale, Chechu, Vicky, Sofi, Ro;

gracias, ilas adoro!

A toda mi familia. Gracias mama, por estar siempre atrds mio y sostenerme si me caigo,

siempre fuiste un gran modelo a seguir. Gracias pap4 por apoyarme y ayudarme. Gracias Pili por



todas esas clases que practiqué con vos, mi alumnita desde pequefia, gracias Solcito por tu
ternura, gracias Juampi, porque a tu manera, sé que te alegras conmigo y me hacés reir. Gracias
a mis abuelos Clides, Gloria, Pedro y Pelu por apoyarme siempre y un beso al cielo para mi abuelo
Emilio y mi tio Javi, mis angelitos. En especial gracias abuelo Pedro y tia Graciela, por
contagiarme su amor a la ciencia. Gracias a mis madrinas, Loli y Lili, y mi padrino Fernando por

todo su amor. A mis cufiado/as, y a Carmen, gracias por estar.

Por dltimo, pero no menos importante, gracias a Nico, primero porque fuiste un compafiero
de trabajo inigualable y me ayudaste siempre a lo largo de estos afios en el laboratorio... y segundo
por ser mi compaiero en la vida, cada dia, afrontando los obstaculos juntos y con mucho amor.

iY no me olvido, gracias por toda tu paciencia!

Sin dudas han sido muchisimas las personas que me ayudaron a llegar a la meta. Perd6n si me
he olvidado de mencionar a alguien y MUCHAS GRACIAS A TODOS por ensefiarme que “la

persistencia es el aliento de los suefios”.

vii



INDICE

ABREVIATURAS ...c.ctuttteirerirestassesssessassssssessassssssssssassssssssssassssssssssassssssssssassssssssssessssssass 2
RESUMEN ..ctiieiecircecercscececescssecescssscessssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssese 6
ABSTRACT ...ouiuiiruninecrecrentsessacsestsssrasssessssssesssesssssssssssssssssessssssssssasssssssssssssssssasssassssssass 7
INTRODUGCCION ...ccuuvuuueteiiieeeeeseeseeeereseeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
Introduccion a la microbiologia de CRIGMYAIA ........cccoevererereesieceniineneeeereeesee et 9
Chlamydia trachomatis a través del tiempo: resefia histOriCa.......cocceevvervierirrerieniieniieeeereeeees e 9
C. trachomatis como patOZeNno NUMANO ......coueruirieieiierenerintete ettt ettt resvesbe st et et e seesbessenaes 11
Infecciones causadas por las serovariedades A-C..............ccceeereereeserseeseeseneneseeseeseeseessessessennes 11
Infecciones causadas por las serovariedades D-K .............ccccceeeeeererseeseeseesenenresesseeseeseessessesennes 13
Infecciones causadas por las serovariedades L1-3...........ccceceeerveeserseeseesuesrenenesesseeseessessessesesnes 15
Epidemiologia €1 ATGENEIINA. .......ccueueuererenririiertetetestestesiesteeestestestessessesstestentesaessessessessessssessenns 15

CiClO A€ AESATTOIIO ....uvveeeierieiieieeieeteet et et e e et e et e st e e e se s seessesseas s assaesseessaessasssesssassraesseessasssasssenseenses 16
POISISTEIICIA ..cuteeuteeiieiieitette ettt ettt et et et e st e e st e st e e st e b e be e s et e ene e st e se e b e e beseenaeenns 18
Persistencia COMO reSPUESTA AL ESITES ........ueevuereerieeiieieiieieiierniaessiseessesssesssessssessaesssassssassssesssseses 18
Diversos estimulos desencadenan la persistencia de Chlamydia in Vitro..........ecceeeeeeeeveeeeveennne 20
Persistencia inducida POr PENICIIING ........cc.eeeeueeecreeeireeeireeeiieeeiseeetesseessaesssesssesssessssessssessssessneses 20
Persistencia inducida por interferomn GAMMQ..........c.eeccueeeveeeseeeseessssessiseesssessssesssssesssssssssssassssesns 22
Implicancias de la PersiSTENCIA TN UTUO .......ccueecvereiereeseessieritesriestesesssesssessseseessssssesssesssesseessasssenes 28
Manipulacion genética €n CRIGMYAIA. .......c.coeveecveesieriierieniisiersteerteerteetestessesssesssesssessesssessesssesssesssessens 30
DESALIOS ..voeveeeeretereierieeieeteet et e st st e st e st e st s te st e st et e se s be st e st e st e st e e se e te s be et e et e stre e besnbeentesntanns 30
AUGTICES c.ueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeaeaaeaaaaaaaaeaasasasaaasaaaasnnnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssannnnnnsssnssnssssnssen 31
Intercambio de ADN €N CRIGIMYAIA........cc.cceeeeeeeecueeieiiireeierteniestesesstesseessesseessesssessesssessesssessasssessasssessasns 31
Manipulacion ZeNética MOLECULAT .........c.cceecieeieiiirierieetereetese et e seeste s e essesaessessaesseessesssessessassessessasssessaenses 31
Identificacion de genes importantes en PersiStENCIQ..........ceeerrerreereereeseeseesenenresesseeseessessessesenne 36
OBJIETIVOS ...couituiiuecreecrestasrascsestassssscsssssssssssssssassssssssssassssssssssassssssssssassssssssssassssssasssass 38
RESULTADOS ..ccuctttttetetcacecescscecescssecessssssecesossessssssssessssssessssssssesssssssssssssesssssssssssssssesssssse 40
CAPITULO 12 PEISISEENCIA cv.veveeeeeeeeeeeeeeeeteieteseeseeeeeeaesesesesesesssssessssesesesesesesssssasassssssssesessssesesesssasassas 40
Modelo de induccion de persistencia con interferon gamma o peniciling ...........ccocceeeeeeeveennenn. 40
Screening para identificar genes involucrados en PersiSteNCIQ .........ccvevvueeeereeereresversseersssessivenns 44
CAPITULO 2: Rol de Ptr/CTLO175 €N PEISISLENCIA. ....vuvveiereeieceeeeeceeeeeieeeesseeesessssesssssssssssssssssssssesens 49
M275 es incapaz de recuperarse normalmente de la persistencia inducida por IFNy................ 49
Obtencion Yy analisis de 1eCOMDINANEES..........c.ueeueeeuersiersieeieetesiesseestesstesteseessesssesssesssesssesseesseenes 52

La proteina Ptr 10 S€ eXPreSA €N 275 ......uueueeeuerieerieeeesierstesieesssessssssssesssesssesssessesssesssesssesssesseens 53
Generacion de una mutante knock-out en el gen ptr mediante un intréon grupo II..................... 56



Complementacion de la exXpreSiON de PLT ...........oeeeevueceeeeeneninieeestestessesseseseeseeseeseessessessesseseens 59

La proteina Ptr no se expresa en L2 ptr::GII mientras que si lo hace luego de transformar esta

cepa con el vector DPBOMBAR-DITE ......ccuuueveenesieneneninietestesteseessesstesteteseseessessesseesensessessessessesessens 59
El defecto en la recuperacion del estrés inducido por IFNy esta asociado a la falta de expresion

A IQ PTOTEINIA PLTv..veeeveeeeveeeieeeeeeeteeeteestesstesste s tte s e e s ssaessbaessaesssaesssesnssasnssesnssessssesssassesnsseenssessssesns 61
La proteina Ptr se expresa a lo largo del ciclo de desarrollo de C. trachomatis..........c.ccceeueen... 64
La proteina Ptr se localiza en el [umen de las iNCIUSTONES..........c.coeceeeeueeeseenrieenireenireesisessssessieesns 66
Importancia de la actividad proteasa de la proteina Ptr en persiStenciQ...........cceeeeeveerscversnenns 70

Una mutante knock-out para el gen ptr exhibe un clearance demorado en el tracto genital

122171 £ Lo T

CAPITULO 3: Rol de las proteinas Pmps en persistencia
TTUTOMUCCION .ot eeeeeeeeetee e et e e eeteeesesbeeeessseeeeessaeesessesesassaseessaeesensesesessaseeseensssesensasennns 74

Caracteristicas de 1as PINPS......co.ccceueeeueerueirieirtecrteeesteiesteiestsiestese et sbe st st ese e se st be st sb et se st sse et stenessenes

Sistema de secrecion tipo V

Expresion de las Pmps durante el ciclo de desarrollo .........c.eecveeeeierieniiniieninienenieseeseetesieeee e seeseene 78
Proteinas Pmps en el desarrollo de una vacuna subunitaria ..........cceeeereeeresreesresreesesseeseereeseesseseessesssens 79
Proteinas PIMPS €N PEISISTEIICIA . .cc.uivveereiereeriisreeireeeerteeteseeteseestesseesseesaesseessessesssesssessesseessessessessesssessesssenses 80
Resultados del CAPITULO 3........ueeeveeecveeereeeieecteeeeesceessteesseesssaessteessseesssassssessssessssesssesssssesssensessnsees 81
Obtencién de recombinantes con mutaciones en los genes pmpA, pmpB Y pmpC .......coeveverevercnercneenene 81
Generacién de una mutante nula en el gen pmpC por insercion de un intrén tipo I .......cccceveveeevennennnne. 82
ROl de pPmPC €1 PETSISTENICIA .....cvuerenirieierteeeteentetrteeste ettt ettt ettt ettt st e et et et e st et esesanen 83
Expresion de PMPS reCOMDINANTES ......cceceriirieriieniirienteseeteseestestestesseseesressesssesssessesssessesssessssessessessanns 85

Aunque las mutantes Apmps son capaces de adherirse a las células epiteliales, presentan una menor tasa
A€ INVASION...cuteuteieuieiiriietertertestetete ettt et st et s et et e ae e et et et et e st saesesbesbesbebenbenbenetensenes

Caracteristicas ultraestructurales de cepas mutantes en los genes pmpA/B/C

La ausencia de la proteina PmpC genera agregados dentro de la inclusion...........ceceueeeeceeeevnenncrcnncnnne.
PmpC previene la formacién de agregados dentro de la inclusién y funciona a nivel de bacterias

INAIVIAUALES ..eeevreeieeeieceieecieecceeecre e et e e rte e eeeebeestee e taeeseeesseessasassaesseessssesssaassasasseenserseansesassessssesssssnsssansesarsanses 90

DISCUSION ...cevvvveerenenneeenesesesseesseceeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssasses O4

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS ...octtttttttttcscececescssecscssecessssssesssssecsssssesessssssssssssses 107
Conclusiones

Perspectivas

MATERIALES Y METODOS ..ccuccttttetttctcecescscecescssecesescssessssssesessssscesessssesssssssssssssesssssssses 110
CUEIVO COIUIAT ....veeiieieiiiieeieeteeteet ettt ete et e st et e te e te st e s st esseesbe s tessteestasseeseassesnsesssssesssesssenssensesnsesns 110
CePas A C. ITACROTIALIS ......ceveruereeeeiesienieetetetesteste st st st et et et estesats st ese et essesessesateutententessesassesseensensen 110
Propagacion de C. trACHOIMIALES ........ocuecueeueeeniriesieiesiesteeeeitetete st tessesse st et et e tesbessessesseeseesensessesaesneens 111
Purificacion de cuerpos €lemMENTAlES ..........ceecveeriieiiereenieeieecieesteete st esteesteeaeeeesreessesssesssessessseseeseessaenses

Titulacion de stocks de C. trachomatis



Screening en bisqueda de mutantes defectivas para la recuperacion de persistencia..........cecceeeueeee. 113

Ensayos de induccion de persistencia y recuperacion con IFNy y penicilina........ccoccveeeeeeeeeecveenvenennen. 114
Transformacion de CRIAIMYAIA. ..........ccveeueeeeeecueecreeiteeeeeeeeeesteeteesteseeseessesssestesssesssassesssesssesssesssessesses 115
ENSAYO0 A€ PLACA...cuutieiiieieieiiirteertercte st e st e et e e steesstessbeesssessssessseesseessseasssaesssessssessssasessseesssaesssaessseens 115
Generacion de recombinantes de C. trachomatis por transferencia lateral de genes.........ccceceeeeveennnenn. 115
TILLING: Genotipeo de reCOMDBINANTES......cccvveviiiriiiiriieinieieiersteesteesresseesseessseessseessseesssessssessssesseessees 116
Expresion de proteinas recombinantes €N E. COli.......coovuuirueiriueiniieiniiernieerstenssessisesseessseesseessssesssesssnes 117
Generacion de una cepa nula para Prr y PIPC .......eeeueeererererrieriienitentestenesssesssesssesssesssessesssesssesssesssesses 118
Complementacion de L2 ptr::GIL y L2 pmpPC:iGIL.......cocieeierernierrieriienienirnienieseeseeseessesssesssesssessesssen 119
CUIVA A€ CTECIIMIEIITO ..euvteviiieiieeiertesit ettt et s e st et ee e s te st e st esseesse s be s sessbesstessansesasesasnsesssanseenseensenn 120
Determinacion del tamafio de 1a iINCIUSION........coveeieeiiriiriiicierieeieetcteteee et se e 120
Determinacion del nimero de copias de SENOMA ........ccvirerrierrierrieriienientereerieereesteseeseesseessessseseesnes 120
Microscopia electronica de transSmiSiOn........cecueeieeerrerrieriieniteneenteserrtesstestesseessestestesseessesssesssnsesseenns 121
INTECCION N1 TATOMIES. ...ecuveeurierieereeeteesieeteeteeteeeesteesteetestesstessaesseessessesstesssasseesseessesssesssessessesssesseessesnsenns 121
Cuantificacién de la progenie infecciosa de C. trachomatis en secreciones vaginales ...........ccceeeeenene 122
ADTICUETPOS ..ttt et ee et e st et e et s e st e s st e st e se s se s s e se e se e st e sesasesmees st e st ensessesneesntennes 122
INIMNUNOTIUOTESCEICIA ... veereeieerieeieecieecteecteetee et et e te e testessaesseessesssesssesssesssesssesseessesnsesssatessaessesnsesssasns 122
Anaélisis de trans-complementacion mediante co-infecCiones.........ceceeveeveerierereneneeneesienieseneneneeeenes 123
A 1S3 w0 o) (o] 7RSSRt 124
Fraccionamiento crudo de Chlamydia para la deteccion de proteinas secretadas.........cceceevveervennnen. 124
Produccion de anticuerpos POLICIONALES........ccciieiiiriieniieiriiirieceieeete e s ee e essaessreessseesreesssassaesnsesns 125
Ensayos de adherencia € INVASION ........ccccereieiriierrieniiensitesieeseesseesseessseesssessssessssessssesssessssesssesssesssesns 125
Cepas de E.coli, plasmidos, cebadores y medios de CultiVo ........cocueereueeriienienniiensiienseeseesieeeeeeseeenenes 126

Plasmidos utilizados Y GENETAUOS ........cueeevueeeveesuerereeiieeieeeseeesseessseesssessssesssssssssessassssassssasssens 126

CebAAOTES ULIIIZAAOS ..vc.eveeeeeeeeeeireieiciiseiesitesteeteeesetesste s te st es st esseessestesatesssesssessssssesssesssessssessaenns 128

Revistas Cientificas CON TEIETATO .....cccuviieecieeeeiieeeeieeeeeieeeceteeeeeteeeeeteeeeebaeeeesseseeesseseeessseeesssesssasenssseeenes 133
PreSentaciones @ COMEIESO0S ....ccviruereerierreeiseeteesessesseesseessesssesssesssessasssssssesssssssesssessesssesssesssessessesssesssanns 133
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ccuueeteeerreneeereeesssseeesesssssssessssssssssssssssssssssssssssssss 136



ABREVIATURAS



Abreviaturas

ABREVIATURAS

aa: aminoacidos

A2EN: Immortalized Human Endocervical Epithelial Cells- HPV E6/E7, Células epiteliales
inmortalizadas de endocérvix humano HPV-16 E6/E7

ADN: Acido desoxirribonucleico

ANOVA: Analysis of variance, anélisis de la varianza

aRB: aberrant Reticulate Body, Cuerpo Reticular aberrante

ATC: Acidos Tri-Carboxilicos

ATP: Adenosine Triphosphate, Adenosina trifosfato

BSA: Bovine Serum Albumin, Albtimina sérica bovina

CBRS: Chlamydia Basic Research Society, Sociedad de Investigacion Basica en Chlamydia
CFP: Cian Fluorescent Protein, Proteina Fluorescente Cian

CO2: Didxido de carbono

COMC: Chlamydia Outer Membrane Complex, Complejo clamidiano de membrana externa

CRISPi: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic repeats interference, Interferencia
basada en repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas

dH,O: Agua destilada

DMS: Dimetilsulféxido

dpi: dias post infeccion

DTT: Ditiotreitol

EB: Elementary Body, Cuerpo elemental

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid, Acido etilendiaminotetraacético

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, Receptor del factor de crecimiento epidérmico
EMS: Etilmetanosulfonato

ENU: N-etil-N-nitrosourea

FBS: Fetal Bovine Serum, Suero fetal bovino

FLAEM: Floxed-Cassette Allelic Exchange Mutagenesis, Mutagénesis de intercambio alélico de
cassette rodeado de sitios lox P

FLAG: péptido hidrofilico de 8 aminoacidos (DYKDDDDK)

FRAEM: Fluorescence-reported allelic exchange mutagénesis, Mutagénesis de intercambio
alélico reportada por fluorescencia

GBP: Guanylate Binding Protein, Proteina de unién a guanilato



Abreviaturas

GFP: Green Fluorescent Protein, Proteina Fluorescente Verde
GTPasa: Guanosine triphosphatase, Guanosina trifosfatasa

HA-tag: tag derived from human influenza hemagglutinin, epitope derivado de los aminoacidos
98-106 de la hemaglutinina de influenza humana.

HeLa: Linea celular epitelial aislada de tejido cervical de Henrietta Lacks, estas células contienen
secuencias del HPV-18

His-tag: Histidine tag, Péptido cuya secuencia contiene 6 histidinas (His)
HPI: Horas post infeccion

HPV: Human papilloma virus, Virus del papiloma humano

HSH: Hombres que tienen sexo con hombres

IF: Inmunofluorescencia

IFNy: Interfer6n gamma

IFU: Inclusion forming unit, Unidad formadora de inclusion

IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido

IRG: GTPasa relacionada a la inmunidad

ITS: Infeccion de transmision sexual

KLH: Keyhole Limpet Hemocyanin, Hemocianina de lapa californiana
KSFM: Keratinocyte serum-free medium, Medio libre de Suero para keratinocitos
LGV: Linfogranuloma venéreo

LOS: Lipooligosacarido

MOI: Multiplicity of infection, Multiplicidad de infecciéon

MOMP: Major outer membrane protein, Proteina mayoritaria de membrana externa
MCS: Multiple Cloning Site, Sitio de clonado maltiple

OMS: Organizacion mundial de la Salud

pb: pares de bases

PBP: Penicillin Binding Protein, proteina de unidn a la penicilina

PBS: Phosphate Buffered Saline, Tampon fosfato salino

PCR: Polymerase chain reaction, Reacciéon en cadena de la polimerasa
PD: Passenger Domain, dominio pasajero

PEN: Penicilina

Pmps: Polymorphic membrane proteins. Proteinas polimérficas de membrana de C. trachomatis
(PmpA a Pmpl, codificadas en los genes pmpA a pmpl).

PMSF: Phenylmethanesulfonyl fluoride, Fluoruro de fenilmetilsulfonilo



Abreviaturas

PSF: Point Spread Function, funcion de dispersién de punto

Ptr: proteasa no caracterizada de C. trachomatis codificada en el gen ptr, correspondiente a los
locus CTLo175 en C. trachomatis serovar L2 y al locus CT806 en C. trachomatis serovar D

RB: Reticulate Body, Cuerpo reticular

ROI: Region of interest, Region de interés

SDS: Dodecilsulfato sddico

Ser.: Serovariedad/Serovar

SNP: Single nucleotide polymorphism, Polimorfismo de nucleé6tido tinico
SNV: Single nucleotide variant, Variante de nucle6tido tinico

SPF: Specific pathogen free, Libre de patogenos

SPG: Sucrose Phosphate Glutamate, Sucrosa fosfato glutamato

TBS: Tris-buffered saline, Tampoén Tris Salino

TEM: Transmission Electron Microscopy, Microscopia Electronica de Transmision
TILLING: Targeting-Induced Local Lesions IN Genomes

TrpA: Triptofano sintasa, subunidad a

TrpB: Tript6fano sintasa, subunidad 3

UI: Unidad internacional

UT: Untreated, no tratado

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humano

Wt: Wild type, Cepa salvaje
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RESUMEN

Chlamydia trachomatis es el patdgeno bacteriano de transmision sexual mas comtn en humanos
y una causa frecuente de infecciones asintomaticas y persistentes que conducen a complicaciones
graves, particularmente en mujeres jovenes. Chlamydia presenta un estilo de vida intracelular
obligado tnico que involucra la transiciéon ciclica entre su forma de desarrollo infectiva o cuerpo
elemental y su forma replicativa o cuerpo reticular dentro de una vacuola denominada “inclusiéon”. En
presencia de factores estresantes como el interferon gamma (IFNy) o los antibi6ticos beta-lactamicos,
C. trachomatis sufre una interrupcion en su ciclo replicativo y entra en un estado viable pero no
cultivable, “persistente”, también llamado persistencia clamidial, generalmente asociado a la
presencia de cuerpos reticulares aberrantes y de mayor tamafio. Al removerse los factores de estrés,
estas bacterias reanudan la division celular y las transiciones entre sus formas de desarrollo. Por lo
tanto, la persistencia clamidial se considera un factor clave en la capacidad de estas bacterias para
evadir diferentes efectos antimicrobianos. En esta tesis, se describe un screening genético para
identificar y caracterizar mutantes de C. trachomatis con defectos en la recuperacion post-estrés
inducido por IFNy y/o penicilina. Utilizando una coleccién de aproximadamente 1000 mutantes
quimicas completamente secuenciadas de C. trachomatis LGV-L2, se encontrd que la mutante M275
es defectuosa en la recuperacion de estrés inducido por IFNy pero no por penicilina. Mediante la
transferencia lateral de genes y analisis de recombinantes se identifico ptr, que codifica una posible
proteasa, como un gen probablemente requerido para la recuperacion del estrés inducido por IFNy.
Para confirmar estos resultados se construy6 una cepa nula para ptr (L2 ptr::GII), la cual también
mostré defectos en la recuperacion del estrés inducido por IFNy, y este defecto se restablecié mediante
la complementacion de la expresion de Ptr. L2 ptr::GII, al igual que M275, mostr6é una menor tasa de
diferenciacion de RB a EB y una replicacién del genoma reducida durante la recuperacion después del
tratamiento con IFNy, lo que indica que Ptr es necesaria para una salida rapida del estrés inducido por
IFNy. Asimismo, se desarrollaron anticuerpos contra Ptr que nos permitieron observar que esta
proteina es secretada al lumen de la inclusion clamidial. Utilizando un modelo murino de infeccion
vaginal se observo un clearance disminuido a los 14 dias post-infeccion para L2 ptr::GII, sugiriendo
que la anulacion de ptr causa una demora en la eliminaciéon de C. trachomatis en el tracto genital
femenino durante la infeccién in vivo. Por otro lado, se caracteriz6 la mutante M111, que present6
defectos en la recuperacion luego del estrés inducido por IFNy o por penicilina. Dicha mutante porta
una tnica mutacioén sin sentido en pmpC, ademéas de mutaciones con cambio de sentido en 5 genes
adicionales. El gen pmpC codifica para una proteina polimdérfica de membrana perteneciente a una
familia de proteinas exclusiva de Chlamydia. Mediante la inactivacion sitio-dirigida de genes por
insercion se identifico pmpC como un gen necesario para la recuperacion del estrés inducido por IFNy
o penicilina. Adicionalmente, se observo que la anulaciéon de pmpC causa un defecto en la adherencia
e invasién en las células hospedadoras, e induce la formacion de agregados bacterianos dentro de la
inclusion clamidial. En conclusién, este trabajo de tesis identificé a ptr y pmpC como genes
involucrados en la persistencia clamidial.
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ABSTRACT

Chlamydia trachomatis is the most common sexually transmitted bacterial pathogen in humans
and a frequent cause of asymptomatic and persistent infections leading to serious complications,
particularly in young women. Chlamydia presents a unique obligate intracellular lifestyle involving
developmental transitions between the infective elementary body and the replicative reticular body,
which occur inside a Chlamydia-containing vacuole or “inclusion”. In the presence of stressors such
as gamma interferon (IFNy) or beta-lactam antibiotics, C. trachomatis undergoes an interruption in
its replicative cycle and enters a viable but non-cultivable, "persistent" state also known as Chlamydia
persistence, usually associated with the presence of enlarged aberrant reticular bodies. Upon removal
of stressors, these bacteria resume cell division and transitions between developmental forms. Thus,
Chlamydia persistence is considered a critical factor conferring these bacteria the ability to evade
diverse antimicrobial effects. In this thesis, we describe a genetic screening to identify and characterize
mutants of C. trachomatis with defects in recovery from IFNy- and/or penicillin-induced stress. Using
a fully sequenced collection of approximately 1000 chemical mutants of C. trachomatis LGV-L2, we
found that mutant M275 is defective for recovery from IFNy- but not penicillin-induced stress.
Through lateral gene transfer and recombinant analysis we identified ptr, encoding a putative
protease, as a gene potentially required for the recovery from IFNy-induced stress. To confirm these
results we used site-directed insertional mutagenesis and constructed a ptr null strain (L2 ptr::GII),
which also showed a defective recovery from IFNy-induced stress and this defect was restored by
complementation of Ptr expression. The L2 ptr::GII mutant, like M275, showed a lower rate of RB to
EB differentiation and reduced genome replication during recovery after IFNy treatment, indicating
that Ptr is necessary for a rapid exit from IFNy-induced stress. We developed antibodies against Ptr,
which allowed us to observe that this protein is secreted to the lumen of the chlamydial inclusion. We
then used a murine model of intravaginal infection and found an impaired clearance at 14 days after
infection for L2 ptr::GII, suggesting that abrogation of ptr causes delayed elimination of C.
trachomatis from the female genital tract during infection in vivo. Additionally, we characterized
mutant M111, which exhibited a defective recovery from both IFNy- or penicillin-induced stress.
Interestingly, M111 harbors a unique nonsense mutation in pmpC and additional miss-sense
mutations in 5 other genes. Polymorphic membrane protein C gene (pmpC) encodes a polymorphic
membrane protein belonging to a family of proteins only found in Chlamydia. By means of site-
directed insertional inactivation we identified pmpC as a gene required for the recovery from IFNy-
and penicillin-induced stress. Additionally, we found that abrogation of pmpC impairs adhesion to
and invasion of host cells and induces the formation of bacterial aggregates within the chlamydial
inclusion. In conclusion, this thesis work identified ptr and pmpC as genes involved in Chlamydia
persistence.
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INTRODUCCION

Introduccion a la microbiologia de Chlamydia

El género Chlamydia pertenece a la familia Chlamydiaceae, orden Chlamydiales, clase
Chlamydiia y filo Chlamydiae dentro del reino Bacteria (Gupta et al., 2015; Ruggiero et al., 2015).
Chlamydia es capaz de infectar una gran diversidad de hospedadores, entre ellos: gatos (C.felis),
ratones (C. muridarum), cerdos (C. suis, C. pecorum), cobayos (C. caviae), marsupiales (C.
pecorum), rumiantes (C. pecorum, C. abortus) y aves (C. psittaci, C. avium, C. gallinacea). C.
psittaci, C. abortus y C. felis son transmitidas ocasionalmente a humanos desde los animales. C.
psittaci es causante de psitacosis en humanos y se transmite de aves a mamiferos por inhalacién,
contacto o ingestion. C. pneumoniae es causante de neumonia atipica en humanos y también
existen cepas que infectan a equinos y koalas (Solomon and Mabey, 2017). C. trachomatis infecta
unicamente a humanos y causa infecciones oculares, genitales y sistémicas que afectan a millones
de personas a nivel mundial. Esta especie es sin lugar a dudas la de mayor impacto clinico dentro
del género y se subdivide en dos biovariedades: Tracoma y LGV. La primera asociada a infecciones
oculares (Serovariedades A-C) y genitales (Ser. D-K). La segunda biovariedad (Ser. L1-L3), mas
invasiva, puede replicar en macrofagos, invadir los nodulos linfaticos y causar una infeccion
sistémica denominada linfogranuloma venéreo. Las serovariedades de C. trachomatis se definen
por las propiedades antigénicas de la proteina mayoritaria de membrana externa MOMP
(Stephens et al., 1987; Baehr et al., 1988; Gomes et al., 2007). Un aspecto fascinante de Chlamydia
es su éxito como patdgeno intracelular de una gran diversidad de organismos teniendo uno de los
genomas bacterianos més pequenos. Estos patdgenos ubicuos evolucionaron parasitando células
eucariotas, sufriendo un proceso de condensacion genémica, que los llevd a mantener alrededor
de 1.000 genes (en comparacion con ~ 5.000 genes en E. coli) que les permiten su estilo de vida
intracelular obligado. Durante su ciclo de propagacion, estas bacterias Gram negativas ubicuas
presentan formas de desarrollo con caracteristicas estructurales y funcionales claramente
diferenciadas: el cuerpo elemental es la forma infectiva, el cuerpo reticular es la forma replicativa
y el cuerpo reticular aberrante es considerada la forma “persistente” (ver seccion “Ciclo de

desarrollo”).

Chlamydia trachomatis a través del tiempo: resena histdrica

En los inicios del siglo XX (1907), Halberstadter y von Prowazek, bajo la direcciéon de quien
descubriera afios atras Neisseria gonorrhoeae (Albert Neisser) y en una expedicion para estudiar

la sifilis, fueron los primeros en observar inclusiones intracitoplasmaticas en raspados
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conjuntivales de sujetos con tracoma (Halberstadter L, 1907). Al reconocer la existencia de un
agente infeccioso y observar que las inclusiones “envolvian” al nicleo, sugirieron el nombre

Chlamydozoa (del griego, chlamys: capa) (Taylor-Robinson, 2017).

Sin embargo, la historia del tracoma se remonta miles de afios atras. La primera evidencia de
infecciones cronicas de C. trachomatis en los ojos son cicatrices en craneos de aborigenes
australianos, de alrededor del 8.000 a.C. (Webb, 1990). Este mal ya era conocido en Egipto hace
5.000 anos. Se creia que alli se habia originado, pero podria haber surgido entre los némades
mongoles y por sus invasiones haberse extendido por la cuenca mediterranea, China y Siberia, y
con las grandes migraciones al continente americano (Al-Rifai, 1988). Los egipcios describen un
tratamiento contra esta enfermedad en el Papyrus descubierto por el arquedlogo Ebers (Al-Rifai,
1988; JF., 2002). Luego de las Cruzadas el tracoma llegd a Europa y una victima ilustre fue San
Francisco de Asis, quien contrajo la enfermedad durante su estancia en Egipto y en Palestina
(1219-1220), muriendo casi ciego algunos afios mas tarde a los 45 afnos de edad (An6énimo, 1942).
Posteriormente, en 1563, Botallo fue el primero en observar que la sifilis podria ser una causa de
ceguera (Al-Rifai, 1988) siendo uno de los pioneros en relacionar la ceguera a las enfermedades
venéreas. Luego de la campaia napolednica en Egipto (1798-1801) el tracoma, al que llamaban

“oftalmia egipcia”, se volvié endémico en Europa (Al-Rifai, 1988).

A fines del siglo XIX, el miedo al tracoma era importante en el mundo y el gobierno de los
Estados Unidos lo clasific6 como una enfermedad repugnante y contagiosa, por ello examinaba a
los inmigrantes y obligaba a las compafias de navegacion a repatriar a los tracomatosos

(Andnimo, 1942; Markel, 2000).

En nuestro pais, en 1910, el Dr. E. Demaria, profesor de clinica oftalmoléogica en la Universidad
de Buenos Aires, realiz6 estudios epidemioldgicos y propuso un plan de lucha. En 1924, el jefe del
Departamento Nacional de Salud Publica cre6 una seccién de profilaxis del tracoma que se
encarg6 de hacer nuevos estudios de distribucion del tracoma en el pais. En 1926, la Sociedad
Médica de Cérdoba difundi6 un cuestionario sobre el tema y dos afios después, por iniciativa de
la Cruz Roja Argentina se fund6 el dispensario oftalmologico E. B. Demaria en Santiago del Estero.
Su director emprendié seguidamente una campana activa en las familias y escuelas creando
dispensarios escolares, formando enfermeras especializadas y obteniendo la colaboracién de los
médicos y del cuerpo docente. En 1940 se nacionaliza aquel dispensario por su éxito. La Cruz Roja
Argentina introdujo en su ensefianza la teoria y la practica del examen oftalmolégico, los cuidados
y los vendajes oculares utilizados en los pacientes con tracoma. Ante los brillantes resultados

obtenidos, la IV Conferencia Panamericana de la Cruz Roja (Chile, 1940) vot6 una resoluciéon
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recomendando se llevara a la practica en todos los estados americanos el plan impulsado por la

Cruz Roja Argentina (Anénimo, 1942).

Poco tiempo después del descubrimiento de Halberstaedter y Prowazek, se detectaron estos
cuerpos de inclusion en recién nacidos con conjuntivitis (K., 1909) y en secreciones cervicales de
sus madres, personas con enfermedades de transmisién sexual no gonococcicas (Halberstadter L,
1909; K., 1910; Fritsch, 1910), sugiriendo que existia una relacion entre el tracoma, la conjuntivitis
neonatal y la enfermedad genital (1977). En 1952 estos organismos se agruparon junto con los
causantes de linfogranuloma venéreo y psitacosis, se los llamaba agentes PLT (Psitacosis-
Linfogranuloma venéreo-Tracoma). Por microscopia electrénica se identific6 que estos
microorganismos eran morfoldgicamente distintos y se los llamé Chlamydia (1957). Ese mismo
afio se logro aislar el agente etiol6gico del tracoma en el saco vitelino de huevos. En los afos
sesenta los agentes infecciosos del tracoma y la conjuntivitis de inclusiéon se nombraron virus
TRIC y se diferenciaron de los PLT. Una década mas tarde, se consideraba que los agentes TRIC
y los de psitacosis y linfogranuloma venéreo tenian caracteristicas en comun y se los clasifico en
un nuevo orden, familia y género. Los primeros indicios de que se trataba de un agente bacteriano
fueron descubrimientos de susceptibilidad a los antibi6ticos (sulfanilamida en 1937, penicilina en
1957 y tetraciclina en 1966) (Al-Rifai, 1988). Luego de que Stainer y Lwoff establecieron las
diferencias fundamentales entre los virus y bacterias se comenz6 a considerar a la clase
Chlamydiia como bacterias (Moulder, 1966). A diferencia de los virus, Chlamydiia poseen ambos
tipos de acidos nucleicos, DNA y RNA, y se multiplican por fisiéon binaria en lugar de
autoensamblaje (Moulder, 1966). La presencia de acido muramico en la pared celular, su
metabolismo, las propiedades seroldgicas y de tincion, asi como la susceptibilidad a los
antibidticos llevo a la conclusion, a principios de la década de los ochenta, que Chlamydia es una

bacteria Gram negativa (Al-Rifai, 1988).

C. trachomatis como patégeno humano

Infecciones causadas por las serovariedades A-C

Las serovariedades A-C son los agentes etiologicos del tracoma e infectan primariamente las
células epiteliales de la conjuntiva ocular. El tracoma consiste en una querato-conjuntivitis
crbnica que representa la principal causa mundial de ceguera de origen infeccioso (Bennett et al.,
2015). Se estima que en la actualidad 0,5 millones de personas han perdido la visién debido a este
flagelo (W.H.O., 2019). La Organizacion Mundial de la Salud en 1993 impulsé la estrategia “SAFE”

(Surgery, Antibiotics, Facial cleanliness, Environmental improvement) para lograr la

11



Introduccién

eliminacion del tracoma como problema de salud publica. Tres afios més tarde, la OMS puso en
marcha la Alianza para la Eliminacién Mundial del Tracoma para 2020 (GET 2020). GET 2020
apoya a los estados miembros en la aplicaciéon de la estrategia SAFE y el fortalecimiento de la
capacidad nacional mediante estudios epidemioldgicos, el seguimiento, la vigilancia de la
enfermedad y la movilizacién de recursos. En la actualidad, el tracoma es hiperendémico en zonas
rurales de extrema pobreza en 37 paises de Africa, Asia, América Central y del Sur, Australia y
Medio Oriente (W.H.O., 2019), Figura 1). Hasta abril de 2019, 12 paises han alcanzado los
objetivos de la eliminacién: Camboya, China, Gambia, Ghana, Marruecos, México, Myanmar,
Nepal, la Reptiblica Democratica Popular Lao, la Republica Islamica de Iran, Iraq y Oméan
(W.H.0., 2019). Sin embargo, el tracoma todavia representa un problema importante de salud
publica a nivel global (Burton and Mabey, 2009; Stocks et al., 2014). En zonas endémicas, el
tracoma activo es comun entre los nifios de edad preescolar, con tasas de prevalencia que pueden
llegar a ser del 60% al 90%. A partir de esa edad la infeccion se vuelve menos frecuente y mas

breve.

Por lo general, el tracoma se adquiere por contacto préximo con una persona que curse la
enfermedad activa. El sistema inmunitario puede resolver un tinico episodio de infeccion, pero en
comunidades donde el tracoma es endémico son frecuentes las reinfecciones. Después de afios de
infecciones reiteradas, el interior de parpado puede quedar gravemente marcado de cicatrices que
lo pliegan hacia adentro, de modo que el borde del parpado haga frotar las pestafias contra el
globo ocular (triquiasis), lo que puede dar lugar a molestias constantes e intolerancia a la luz;
estas y otras alteraciones del ojo pueden originar cicatrices en la cérnea. Si no se trata, este
trastorno puede dar lugar a la formaciéon de opacidades irreversibles que causaran discapacidad
visual y ceguera. En las comunidades muy endémicas esto puede ocurrir en la infancia, aunque lo
mas frecuente es que la discapacidad visual se produzca entre los 30 y los 40 afos, luego de afios

de evolucioén de este proceso cronico (W.H.O., 2019).

La carga de morbilidad del tracoma en las personas y comunidades afectadas es enorme. El
costo econdmico anual por pérdida de productividad por ceguera o disfuncion visual se estima
entre US$ 2900 y US$ 5300 millones, y alcanzaria los US$ 8000 si se incluyese la triquiasis
(W.H.O., 2019).
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Figura 1: Prevalencia de tracoma activo en 2018. A nivel mundial, las infecciones endémicas por tracoma
prevalecen en 37 paises con las tasas més altas de infeccién en areas rurales y con saneamiento deficiente. (Atlas del
tracoma - Ultimo acceso en junio de 2019). El mapa indica la prevalencia en nifios de 1-9 afios por distrito y fue
desarrollado por la Iniciativa Internacional de Tracoma.

Infecciones causadas por las serovariedades D-K

Las serovariedades D-K son la principal causa bacteriana de infecciones de trasmision sexual
y resultan en una morbilidad sustancial y un gran impacto en la economia. La OMS estimo6 131
millones de casos nuevos de clamidia en personas de 15-49 afios en 2012, con una tasa de
incidencia global de 38 cada 1000 mujeres y 33 cada 1000 hombres (2016). Los hombres con
sintomas usualmente presentan uretritis y menos comtinmente epididimitis (Cunningham and
Beagley, 2008; Solomon and Mabey, 2017). La presentacion clinica méas frecuente en mujeres es
la cervicitis, pudiendo también presentar bartolinitis y sindrome uretral agudo. Hasta el 70-90%
de las infecciones pueden ser asintomaéticas y persistentes (Stamm, 1999; Gonzales et al., 2004).
En consecuencia, la mayoria de las personas con ITS por esta bacteria no concurre a la consulta
médica, constituyendo un reservorio que perpetiia la transmision. Ante la ausencia de
tratamiento, las ITS causadas por C. trachomatis tienen la particularidad de persistir por tiempos

prolongados. Se estima que la duraciéon promedio de estas infecciones asintomaticas en mujeres
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es de 15 meses (habiéndose documentado infecciones de 5 afios de duracioén (Dean et al., 2000))
superando ampliamente otras bacterias causantes de ITS como Neisseria gonorrhoeae
(Schoborg, 2011; WHO, 2011). En hombres, C. trachomatis puede persistir hasta 6 meses en la
uretra (Joyner et al., 2002; Geisler et al., 2008). La infeccién persistente genera reiterados ciclos
de inflamaciéon crénica y cicatrizacién, que pueden desencadenar complicaciones severas
principalmente en mujeres jovenes, tales como la enfermedad inflamatoria pélvica, embarazos
ectopicos, e infertilidad irreversible (6%-21% de los casos) (Schachter et al., 1983; Stamm and
Cole, 1986; Lan et al., 1995; Westrom, 1995; Stamm, 1999; Bebear and de Barbeyrac, 2009;
Haggerty et al., 2010). En hombres también pueden ocurrir complicaciones, principalmente

epididimitis y artritis reactiva.

C. trachomatis D-K también pueden causar conjuntivitis de inclusion en adultos, e infecciones
perinatales como la oftalmia del neonato y la neumonia por Chlamydia en recién nacidos
(Ronnerstam et al., 1985; Schachter et al., 1986; Stenberg and Mardh, 1991; Darville, 2005;
Hammerschlag, 2011). La conjuntivitis de inclusién se manifiesta como una conjuntivitis folicular
generalmente unilateral que no responde a antibi6ticos topicos y puede prolongarse por muchos
meses en ausencia de tratamiento (Ronnerstam et al., 1985). Se estima que méas de la mitad de los
adultos con conjuntivitis de inclusi6én padecen concurrentemente una infeccién genital por C.
trachomatis (Stenberg and Mardh, 1991). La oftalmia del neonato, suele resolver
espontdneamente en ausencia de tratamiento luego de 3-12 meses, pudiendo persistir por anos
con sintomas leves o subclinicos que llevan a lesiones de cornea y secuelas (Persson et al., 1983;
Bell et al., 1992). En el caso de la neumonia del recién nacido, se estima que hasta un 20% de los
neonatos nacidos por parto vaginal de madres que estan cursando una infeccion genital por C.
trachomatis desarrollan neumonia por esta bacteria (Schachter et al., 1986), pudiendo persistir
por semanas o meses y causar apnea prolongada, falla respiratoria e incluso secuelas (Weiss et al.,
1986).

Las cepas urogenitales también pueden infectar el recto, de manera mas usual en hombres que
tienen sexo con hombres (HSH). Si bien las infecciones rectales por C. trachomatis D-K son mas
raras que las infecciones urogenitales en las mujeres, existe una creciente preocupacion de que
puedan surgir algunas fallas aparentes en el tratamiento urogenital debido a la autoinoculacion
desde el recto que funcionaria como reservorio (Rank and Yeruva, 2014; van Liere et al., 2014;

Bavoil et al., 2017).
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Infecciones causadas por las serovariedades L1-3

Las serovariedades mas invasivas Li1-L3, que de manera frecuente infectan el recto, son la
causa de una forma menos frecuente de ITS por C. trachomatis llamada linfogranuloma venéreo,
una enfermedad sistémica caracterizada por linfadenopatia inguinal y/o proctitis/proctocolitis
grave (Herring and Richens, 2006; White, 2009). La posibilidad de una evolucién prolongada se
asocia a secuelas severas como elefantiasis y estiomeno genital (Herring and Richens, 2006;
White, 2009).

Epidemiologia en Argentina

Existe escasa informacion referida a la prevalencia y distribuciéon de cepas de C. trachomatis
en nuestro pais. Estudios epidemiologicos en embarazadas han detectado prevalencias variables
de C. trachomatis: 2,5% (pacientes sintomaticas, Gran Buenos Aires, 1999) (Susana Di
Bartolomeo, 2001), 1,4% (38% eran sintomaticas, Buenos Aires, 2012-2013) (Mucci et al., 2016),
10,4% (sintomaéticas y asintomaticas, Cérdoba, 2013) (Marrama, 2013), 2% (sintomaticas y
asintomaticas, Cérdoba, 2016) (Zucotti et al., 2018) y 6,9% (asintomaticas, Cérdoba, 2014-2015)
(Kiguen et al., 2019). Estos estudios indican la necesidad de la incorporacion de C. trachomatis
al screening prenatal para controlar las infecciones causadas por este patdégeno y disminuir los
costos asociados, al mismo tiempo que se ha reportado mayor prevalencia en sectores sociales
vulnerables. En un estudio en el 4rea metropolitana de Buenos Aires (2001-2006) encontraron
una frecuencia incrementada del genotipo E en conjuntivitis neonatal, y los genotipos E, Dy F
como predominantes en pacientes adultos sintomaticos (Gallo Vaulet et al., 2010). En Misiones,
se observé una prevalencia global de C. trachomatis de 8,5% en mujeres, incrementada en las que
presentaban sintomatologia vaginal (11,3%) y en menores de 26 anos (11,5%); y el genotipo
circulante mayoritario detectado fue el E (Jorda et al., 2018). En una poblacién de ingresantes
universitarios (hombre y mujeres) en Bahia Blanca la prevalencia fue del 3,5% en el afo 2010
(Occhionero et al., 2015). En cuanto a los hombres que tienen sexo con hombres (HSH) la
prevalencia de C. trachomatis reportada fue de 2,9% en Buenos Aires entre 2007 y 2009 (Pando
et al., 2012). Recientemente se ha detectado un brote de LGV anorectal en nuestro pais; en un
contexto de pesquisa sistematica de infeccion rectal por clamidias, el 47% del grupo de estudio
(HSH, VIH positivos) estaba infectado por C. trachomatis y dentro de ellos el 68,8% pertenecian
al biovar LGV (La Rosa et al., 2018; Lopez et al., 2019). Estos reportes muestran la importancia
de una mayor vigilancia de las infecciones en el pais, en donde seguramente hay muchos casos
que permanecen sin diagnostico y que permiten una continuidad en la cadena de transmision

dadas las caracteristicas silenciosas y persistentes de las infecciones por Chlamydia.
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Ciclo de desarrollo

Todos los miembros de la familia Chlamydiaceae son patégenos intracelulares exitosos que
poseen un ciclo de vida bifasico. La forma infectiva se denomina cuerpo elemental (elementary
body o “EB”) y la forma replicativa cuerpo reticular (reticulate body o “RB”). Los EBs son
pequeinos (~0,2um de didmetro), no son replicativos, su ADN esta altamente condensado y son
resistentes al ambiente. Por otra parte, los RBs son mas grandes (~0,8um de didmetro), poseen
ADN relajado y son labiles en el ambiente extracelular. Los RBs estan enriquecidos en proteinas
involucradas en la toma de nutrientes, la generacién de ATP y la traduccion, mientras que los EBs
estan precargados con factores de virulencia, incluidos los efectores de secrecion de tipo III

involucrados en la internalizacién en la célula hospedadora (Saka et al., 2011).

El ciclo comienza cuando el EB entra en contacto con la célula hospedadora e ingresa por
endofagocitosis, pinocitosis, macropinocitosis o endocitosis mediada por receptor (Dean, 2013;
Ford et al., 2018). En la adherencia del EB a la célula hospedadora se han propuesto varios
ligandos involucrados, entre ellos MOMP (componente mayoritario del COMC o Complejo
Clamidiano de Membrana Externa), Pmps (Becker and Hegemann, 2014), glicosaminglicanos
(GAGS) (Fadel and Eley, 2008a; Di Pietro et al., 2012) con los cuales interactda OmcB, LOS (Fadel
and Eley, 2008b), glicanos de oligosacaridos con alto contenido de manosa y Ctad1 (Cocchiaro
and Valdivia, 2009; Hegemann J. H., 2012; Stallmann and Hegemann, 2016). Por otra parte,
estan involucrados en este proceso los receptores de estrogeno, de manosa, de manosa 6-P, de
heparan sulfato, la proteina 96 regulada por glucosa (Gp96) (Karunakaran et al., 2015a) y la
proteina disulfuro isomerasa (PDI) (Dautry-Varsat et al., 2005; Campbell LA, 2006; Cocchiaro
and Valdivia, 2009). También se han implicado en la adhesion de C. trachomatis a las células el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) (Elwell et al., 2008), el factor
de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) (Kim et al., 2011) y el receptor de efrina A2 (Subbarayal
et al., 2015). Es decir, existe una diversidad de adhesinas bacterianas y de proteinas del
hospedador que interactian en la primera etapa de adhesion a la célula. Tanto Tarp (fosfoproteina
reclutadora de actina) como CT694 son proteinas bacterianas que son translocadas al citosol
celular durante la adherencia y tienen un rol en la remodelacién de la actina y del citoesqueleto
que facilita la internalizacion del EB dentro de la célula y la formacion de una vesicula, llamada
inclusién, que constituye el nicho replicativo de estas bacterias (Jewett et al., 2010). En tiempos
tempranos post-infeccidon, los EBs diferencian a RBs, que se dividen de manera polarizada
(Abdelrahman et al., 2016) mientras la inclusion donde residen se expande gradualmente.
Durante este proceso, Chlamydia manipula las vias celulares para adquirir nutrientes y evadir la

interaccién con organelas liticas como el lisosoma (Saka and Valdivia, 2010) al mismo tiempo que
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frena la apoptosis (Sharma and Rudel, 2009). Chlamydia remodela activamente su nicho de
crecimiento mediante proteinas efectoras que se secretan al citosol de la célula hospedadora o son
insertadas en la membrana de la inclusién (Incs). A mitad del ciclo, algunos RBs comienzan a
diferenciar nuevamente a EBs de manera asincronica. En etapas tardias de la infeccion la
inclusion contiene en su mayoria EBs, que finalmente son liberados al medio extracelular ya sea
por lisis de la célula hospedadora (lo que requiere el clivaje de elementos del citoesqueleto y la
ruptura nuclear), o en un proceso dependiente de actina llamado extrusiéon donde la inclusién
intacta es transportada al exterior de la célula por exocitosis (Hybiske and Stephens, 2007). En el
ambiente extracelular, los EBs pueden infectar células vecinas y continuar propagandose [revision
en (Elwell et al., 2016)]. En el caso de C. trachomatis LGV L1, L2 y L3 el ciclo completo en cultivo
celular demora alrededor de 48h, mientras que las demaés serovariedades lo completan alrededor

de las 72h.

Si durante la replicacion Chlamydia encuentra condiciones de estrés no bactericidas, como
aquellas que surgen de la exposicion a ciertos antibioticos, citoquinas o deprivaciéon de nutrientes,
la bacteria responde frenando la division de RBs y la produccién de progenie infecciosa, siendo
capaz de volver a la replicacién normal cuando los estresores son removidos (Figura 2). Esta
respuesta es llamada “persistencia” o “persistencia clamidial” o “respuesta clamidial al estrés”y
le permite a la bacteria sobrevivir por largos periodos de tiempo en cultivo en presencia de

condiciones desfavorables (Schoborg, 2011; Elwell et al., 2016).
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Figura 2: Ciclo de desarrollo de Chlamydia. Las clamidias son bacterias intracelulares obligadas que poseen un
ciclo de vida bifasico. Los cuerpos elementales infecciosos (EB) se internalizan en las células hospedadoras y se ubican
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dentro de una vacuola, denominada “inclusiéon”. Poco después de la invasion, los EB se diferencian a cuerpos reticulares
replicativos (RBs), pero no infecciosos, que se dividen activamente. Alrededor de la mitad del ciclo, los RBs comienzan
a diferenciarse de forma asincrénica en EBs y finalmente se liberan (mediante lisis celular o extrusion de inclusiones
intactas) al entorno extracelular, donde pueden infectar las células vecinas. Si durante la replicacion, la bacteria esta
expuesta a condiciones estresantes, como las causadas por el interfer6n gamma (IFNy), las penicilinas o la deprivacién
de nutrientes esenciales, las bacterias entran en un estado viable pero no cultivable, conocido como “persistencia” que
puede extenderse por largos periodos y que se asocia tipicamente a la presencia de RBs agrandados y aberrantes, que
también se denominan “formas persistentes”. Cuando las condiciones son nuevamente favorables, el estado de
persistencia se revierte y se produce la replicaciéon normalmente.

Persistencia

Persistencia como respuesta al estrés

La opinion de que Chlamydia solo alterna entre las formas de desarrollo de EB y RB es una
vista simplificada de su ciclo de vida. Ya en 1950, Weiss descubri6 que C. muridarum y C. felis
(entonces conocidos como los virus de la neumonitis murina y felina, respectivamente),
mostraban una morfologia agrandada y anormal al exponerse al antibidtico penicilina (Weiss,
1950). Se reportaron observaciones similares para C. trachomatis LGV y C. psittaci (los
denominados entonces virus de linfogranuloma y meningoneumonitis, respectivamente) (Hurst
et al., 1953; Tamura and Manire, 1968; Matsumoto and Manire, 1970). Un informe seminal de
Galasso y Manire (Galasso and Manire, 1961), mostr6é que la penicilina era capaz de reducir la
generacion de progenie infecciosa de C. psittaci en células HeLa a valores tan bajos como el 0,1%
del titulo original. Sorprendentemente, estos investigadores encontraron que las tasas de
replicacidon normales se recuperaban rapidamente luego de la eliminacion de la penicilina, incluso
después de 3 meses y medio de presencia continua del antibi6tico en cultivo celular. El anélisis
morfolbdgico por microscopia electronica de transmision demostro que, en presencia de penicilina,
las inclusiones de C. psittaci contenian RB muy agrandados, mientras que la morfologia normal
se recuperaba al eliminar el antibi6ético (Matsumoto and Manire, 1970). Ahora se sabe que esas
primeras observaciones estan en linea con la presencia de RB agrandados y aberrantes (aRB), que
se encuentran tipicamente cuando Chlamydia sufre privacion de nutrientes, exposicion a ciertos
antibioticos, interferon gamma (IFNy) u otros compuestos/condiciones que imponen un estrés a
estos microorganismos (Byron, 2012). Los aRB observados in vitro pueden considerarse la
manifestacion morfoldgica de la entrada de Chlamydia en un “estado persistente”, caracterizado
por la falta de cultivabilidad mientras que las condiciones son desfavorables, y seguido por un
rapido retorno a la replicacién normal al eliminar el factor estresante. En este contexto, es
razonable pensar que el estado persistente funciona como una via de resiliencia activada en este

microorganismo para enfrentar las condiciones de estrés provocadas por diversos estimulos
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antimicrobianos. Por lo tanto, se puede plantear como hipdtesis que, para ejecutar dicha
respuesta, estas bacterias deben seguir una secuencia de eventos que involucran: i) detecciéon de
condiciones desfavorables, ii) entrada en un estado persistente, iii) supervivencia en condiciones
adversas, iv) deteccion de condiciones favorables, iv) salida de la persistencia y v) reanudar la
produccion normal de progenie infecciosa (Figura 3). Las bases mecanisticas y moleculares que
subyacen a cada uno de los eventos mencionados, siguen siendo poco conocidas. Sin embargo, si
se conoce que bajo el estado persistente Chlamydia ralentiza la replicaciéon de su ADN y continda
transcribiendo los genes, pero deja de dividirse, volviéndose viable pero no cultivable (Ouellette
et al., 2006; Muramatsu et al., 2016). Esto suele ir acompafiado de la presencia de aRBs, que
conservan su capacidad de transicion a EB infecciosos una vez que las condiciones son
nuevamente favorables. Es importante mencionar, sin embargo, que un enfoque funcional de la
definicion de la persistencia de Chlamydia como una interrupcion reversible del ciclo productivo
(Byron, 2012), es probablemente més apropiado que una definicion morfologica, ya que los aRB

no siempre se observan (Schoborg, 2011).
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Figura 3: Persistencia en Chlamydia. Este esquema resume diferentes eventos que Chlamydia puede usar para
evadir con éxito los distintos estresores durante la infeccién in vitro. Primero, Chlamydia “sensa” diferentes tipos de
estrés y luego responde al entrar en una interrupcién temporal reversible en el ciclo de replicacién (denominada
“persistencia de Chlamydia” o “respuesta de estrés de Chlamydia”). En este estado, Chlamydia se adapta a condiciones
adversas priorizando funciones celulares requeridas para una supervivencia duradera. Cuando las bacterias detectan
que la condicién de estrés ha cesado, salen de la persistencia y reanudan la replicaciéon y generaciéon normal de la
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progenie infecciosa. Los factores de Chlamydia y los mecanismos moleculares necesarios para la ejecucion exitosa de
cada uno de estos pasos permanecen poco elucidados.

Diversos estimulos desencadenan la persistencia de Chlamydia in
vitro

Una variedad de estimulos inducen la persistencia de Chlamydia; incluidos varios antibioticos,
por ejemplo fosmidomicina que inhibe la sintesis de peptidoglicano, o los beta-lactdmicos que
inhiben el cross-linking del mismo; interfer6n gamma (IFNYy),; privacion de nutrientes esenciales
(es decir, hierro, aminoacidos, glucosa); shock térmico; componentes que se encuentran en el
humo del cigarrillo; exposicion a la adenosina; infeccion por el clamidia-fago y coinfeccion con el
virus del herpes simple o el virus de la diarrea epidémica porcina (Beatty et al., 1994b; Hsia et al.,
2000; Wiedeman et al., 2005; Huston et al., 2008; Pettengill et al., 2009; Vanover et al., 2010;
Schoborg, 2011; Prusty et al., 2012; Schoborg and Borel, 2014; Slade et al., 2019). La diversidad
de estimulos que pueden provocar persistencia, sugiere que Chlamydia no responde por igual a
todos ellos. Este concepto esta respaldado por varios estudios que muestran que las respuestas
transcripcionales desencadenadas son significativamente diferentes segin el modelo de
persistencia utilizado (Mathews et al., 2001; Belland et al., 2003; Gerard et al., 2004; Goellner et
al., 2006; Ouellette et al., 2006; Maurer et al., 2007; Brinkworth et al., 2018). Entre los diferentes
modelos de persistencia, este trabajo de tesis se centrara en los dos que se han estudiado mas
profundamente: el antibidtico beta-lactamico penicilina y el IFNy, una citoquina que es

fundamental para la inmunidad innata y adaptativa.

Persistencia inducida por penicilina

Como miembro de la familia de antibioticos beta-lactamicos, las penicilinas ejercen su
actividad antimicrobiana al bloquear el cross-linking del peptidoglicano, un paso clave en la
sintesis de la pared celular en las bacterias. El mecanismo general de acciéon de los antibioticos
beta-lactamicos es la inactivacion de las proteinas de union a la penicilina (PBP) al atacar su
dominio transpeptidasa. Las PBP catalizan el dltimo paso en la sintesis de peptidoglicanos, que
es el cross-linking de cadenas laterales de pentapéptidos por una reaccién de transpeptidacion.
Debido a la similitud estructural de los beta-lactamicos con el D-Ala-D-Ala terminal del precursor
pentapéptido, que es el sustrato natural de las PBP, estos antibioticos forman un enlace covalente
acilo-enzima estable con las PBP que bloquea su actividad de cross-linking de peptidoglicano
(Sauvage et al., 2008). Como estos enlaces cruzados son fundamentales para conferir fuerza

estructural y rigidez a las paredes celulares bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas, los
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beta-lactdmicos generalmente conducen a la lisis de las bacterias debido a las altas presiones

osmoticas internas.

La exposicion a la penicilina en cultivos celulares proporcion6 la primera evidencia de la
persistencia clamidial y los primeros modelos in vitro para estudiar este fendmeno [revisado en
(Beatty et al., 1994b)]. En estas condiciones, la transicién de EB a RB no se bloquea, pero una vez
en la etapa de RB, la division celular se frena, las inclusiones son pequeiias y estan pobladas por
solo unos pocos RB agrandados y se detiene la diferenciacion de RB a EB hasta que el antibi6tico
se elimina (Galasso and Manire, 1961; Matsumoto and Manire, 1970; Skilton et al., 2009). Otra
caracteristica de la persistencia inducida por la penicilina es que la inhibicion de la division de
celular se acompana de la acumulacién de ARNr 16s y de una reduccion parcial en la replicacion
de ADN genbmico o plasmidico (Lambden et al., 2006; Ouellette et al., 2006; Skilton et al., 2009;
Kintner et al.,, 2014). Sorprendentemente, un anélisis detallado en video-microscopia del
desarrollo de C. trachomatis durante la persistencia inducida por penicilina mostré que, en la fase
de recuperacion, a pesar de que los aRB permanecen observables dentro de la inclusién, los RB
normales se generan de forma asincrénica a través de un proceso parecido a la gemacion (Skilton

et al., 2009).

Un estudio relativamente reciente llevo a cabo un analisis cuidadoso del efecto causado por los
beta-lactamicos en la serovariedad E (Kintner et al.,, 2014). En este estudio, se infectaron
monocapas de células HeLa con C. trachomatis expuestas a una variedad de antibio6ticos beta-
lactAmicos en concentraciones fisiolégicamente relevantes, incluidas 6 penicilinas diferentes
(penicilina G, penicilina V, amoxicilina, ampicilina, carbenicilina y piperacilina). La adicion de
cualquiera de las penicilinas analizadas en el momento de la infeccién, no impidi6 la formacién
delainclusion, atin en concentraciones 100 veces mas altas que la concentracion sérica fisiologica.
Sin embargo, las inclusiones eran pequefias y contenian aRBs. Ademads, Kintner et al.
demostraron que si se agregan penicilinas 24 horas después de la infeccién, cuando ya estan
establecidas las inclusiones, se induce la formacion de aRB y se reduce la produccion de progenie
infecciosa en un 95%. Curiosamente, los beta-lactamicos que no pertenecen al grupo de la
penicilina, como el monobactamico aztreonam y las cefalosporinas ceftriaxona o cefotaxima, no
parecieron afectar el tamafio de la inclusion, la morfologia o la generacién de progenie infecciosa,
lo que indica que no todos los beta-lactaimicos desencadenan la misma respuesta (Kintner et al.,
2014). La relevancia de estas observaciones es que podrian imitar escenarios clinicamente
importantes que se producen cuando los pacientes infectados asintomaticamente con Chlamydia,

reciben prescripciones de beta-lactamicos debido a otras infecciones concomitantes.
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Chlamydia codifica dos PBP de alto peso molecular que sintetizan peptidoglicano, PBP-2 y
PBP-3/Ftsl, lo que significa que posee el blanco natural de los antibi6ticos beta-lactdmicos
(Barbour et al., 1982; Ouellette et al., 2012; Jacquier et al., 2014; Packiam et al., 2015). Por lo
tanto, la inhibicion de la produccién de peptidoglicano, que conduce a una interrupcién en la
sintesis de la pared celular, puede ser una condicion estresante que desencadena la persistencia

de Chlamydia en presencia de estos antibidticos.

La base molecular de la respuesta de Chlamydia al estrés causado por la exposicion a las
penicilinas todavia est4 poco caracterizada (Figura 4 A). Un anélisis transcripcional realizado en
C. pneumoniae durante la persistencia inducida por la penicilina, mostré que los genes tardios
euo, omcBy hctB, implicados en la diferenciacién de RB a EB, no se inducen incluso a las 48 horas
de infeccidn, lo que sugiere fuertemente que en esta condicidn el perfil de expresion se parece al
de la etapa RB (Ouellette et al., 2006). Otro trabajo encontrado revel6 que la transcripciéon génica
tardia también disminuye durante la persistencia inducida por penicilina en C. psittaci, mientras
que aumenta la transcripcion de los genes de respuesta al estrés grpE y groES (Goellner et al.,
2006). Ademas, se ha informado que la proteasa/chaperona de respuesta al estrés HtrA y la
transcripcion de su gen, conservado en todas las especies de Chlamydia, se incrementan durante
la persistencia inducida por la penicilina (Huston et al., 2008; Di Pietro et al., 2012). En linea con
ello, el tratamiento con el inhibidor de HtrA JO146 perjudica gravemente la producciéon de
progenie infecciosa durante la recuperacion de la persistencia inducida por penicilina en C.
trachomatis, lo que sugiere que esta proteasa desempefia un papel en el proceso de reversion

(Ong et al., 2013).

Persistencia inducida por interfer6n gamma

El IFNY es una citoquina pleiotrépica secretada principalmente por linfocitos T y células NK,
con funciones clave en la regulaciéon de las respuestas inmunes y en la defensa del hospedador
contra patogenos, incluida Chlamydia (McClarty et al., 2007; Billiau and Matthys, 2009).
Inicialmente identificado como un factor antiviral (Wheelock, 1965), el IFNy ejerce efectos
antimicrobianos en Chlamydia [revisado en (Beatty et al., 1994b)]. Byrne y colaboradores
encontraron que el IFNy restringia el crecimiento de C. psittaci en células T24 uroepiteliales
humanas y que este efecto se debia al aumento del catabolismo del aminoécido esencial tript6fano
dentro de la célula hospedadora (Byrne et al., 1986). Propusieron que el agotamiento de las
reservas intracelulares de tript6fano ocurre debido al aumento de la actividad mediada por el
IFNy de la indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), una enzima catabdlica que degrada el tript6fano

en N-formilkinurenina y kinurenina. De hecho, el aumento de la actividad de IDO y el
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agotamiento del triptéfano son responsables de la inhibicion del crecimiento inducida por IFNy
de C. trachomatis B en células epiteliales conjuntivales humanas (Rapoza et al., 1991). Poco
después, un articulo de Beatty y colaboradores describi6 que en presencia de IFNy, C. trachomatis
desarrolla una infeccién persistente “caracterizada por el desarrollo de formas clamidiales
atipicas no infecciosas, de las cuales la progenie infecciosa solo se puede recuperar cuando el IFNy
es eliminado del sistema de cultivo” (Beatty et al., 1993). Un estudio de seguimiento confirmé que
la privacion de triptéfano mediada por IDO fue responsable de la induccion por IFNy de una
forma persistente de C. trachomatis en cultivo celular (Beatty et al., 1994a). Se han realizado
observaciones similares en C. pneumoniae (Pantoja et al., 2001). Todos estos hallazgos son
consistentes con la idea de que Chlamydia experimenta el estado persistente para evadir los
efectos antimicrobianos causados por la privacion mediada por IFNy de un aminoacido para el

cual estas bacterias son auxoétrofas.

Independientemente de la privacion del triptéfano, los efectos antimicrobianos
desencadenados por el IFNy durante la infeccion por Chlamydia incluyen las GTPasas p47
relacionadas con la inmunidad (IRG) y las proteinas de unién a guanilato (GBP), que pueden
restringir la replicacion de C. trachomatis en células de ratéon y humanas, respectivamente
(Bernstein-Hanley et al., 2006; Tietzel et al., 2009). En las células de raton, para las cuales la
actividad de la IDO en respuesta a la estimulacién con IFNY es variable (Roshick et al., 2006), las
proteinas IRG median la asociacién de las inclusiones de C. trachomatis con la ubiquitina, lo que
lleva al reconocimiento por GBPs y la eliminacién de patégenos (Haldar et al., 2015). Por otro
lado, el patégeno de raton C. muridarum ha desarrollado resistencia a la ubiquitinacion de la
inclusion mediada por IRG en células de raton (Coers et al., 2008; Haldar et al., 2015), pero es
susceptible a la ubiquitinacién y eliminaciéon independiente de IRG en células humanas (Haldar
et al., 2016). Curiosamente, en las células humanas, las GBPs se localizan en la membrana de la
inclusion de C. trachomatis y contribuyen a los efectos microbicidas del IFNy (Tietzel et al.,
20009), pero a diferencia de C. muridarum, C. trachomatis bloquea la ubiquitinacién inducida por
IFNy de inclusiones, lo que lleva a una mayor resistencia al clearance (Haldar et al., 2016). Estos
datos resaltan que distintas vias de defensa celular autonomas mediadas por IFNy operan en

células humanas y de ratén en respuesta a la infeccion por Chlamydia.

Es de gran interés comprender las bases moleculares de la persistencia de Chlamydia en
respuesta al IFNy (Figura 4 B). Belland y colaboradores catalogaron los transcriptos de C.
trachomatis serovar D que estaban aumentados o disminuidos en un modelo de persistencia
inducida por IFNy y en la reactivacion en células HeLa (Belland et al., 2003). Estos investigadores

demostraron que en presencia de IFNy, los genes de Chlamydia implicados en la biosintesis de
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triptéfano, la reparaciéon y recombinacion del ADN, el metabolismo de los fosfolipidos, la
respuesta al estrés y la traduccion de proteinas estaban incrementados a nivel transcripcional. Por
otro lado, disminuy¢ la transcripcion de los genes relacionados con la protedlisis, el transporte de
péptidos, el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Ouellette et al., 2006), la division celular y la
diferenciacion de RB a EB. En particular, el transcriptoma de C. trachomatis durante la
persistencia inducida por IFNy esta de acuerdo con las propiedades bien establecidas atribuidas
a los aRB: un freno en la divisién celular y la generaciéon de la progenie infecciosa. Del mismo
modo, el trabajo de Byrne et al. revel6 que los genes implicados en la replicacion, reparacion y
recombinacion del cromosoma se transcriben durante la persistencia inducida por IFNy en las
células HEp2 infectadas por C. pneumoniae, mientras que la transcripcion de los genes
relacionados con la citocinesis esta disminuida (Byrne et al., 2001). Un estudio inform6 que los
genes implicados en la diferenciaciéon de RB a EB estaban aumentados a nivel transcripcional en
la infeccion por C. pneumoniae en presencia de IFNy (Ouellette et al., 2006). Aunque esto no esta
totalmente de acuerdo con otros reportes anteriores (Belland et al., 2003; Goellner et al., 2006),
las aparentes inconsistencias pueden deberse a diferentes métodos de normalizacion (es decir,
16s TRNA vs. gyrA vs. contenido de DNA) utilizados para el analisis de datos de transcripciéon

(Schoborg, 2011).

Debido a que los datos transcripcionales no siempre se correlacionan con los perfiles de
expresion de proteinas, los estudios protedmicos pueden ser herramientas muy utiles para
investigar las bases moleculares de la persistencia. Como se muestra en la Figura 4 B, el analisis
proteémico realizado en C. pneumoniae durante la persistencia inducida por IFNy, encontro
niveles elevados de proteinas involucradas en la respuesta al estrés, biosintesis de nucle6tidos y
aminoacidos, replicaciéon del ADN, transcripcion, traduccién, glucolisis, secrecion de tipo III y
envoltura celular (Molestina et al., 2002; Mukhopadhyay et al., 2006). Ademaés, Ostergaard y
colaboradores utilizaron un enfoque prote6mico sin marcadores (“label-free”) y llevaron a cabo
la primera comparaciéon completa de EBs, RBs y aRBs inducidos por IFNy en C. trachomatis Ser
D (Ostergaard et al., 2016). Cabe destacar que este estudio descubrid que el proteoma de los aRB
era muy similar al de los RB, excepto que expresaban niveles muy altos de triptéfano sintasa
(subunidades TrpA y TrpB), que pueden transformar el indol en triptofano. Este hallazgo esta de
acuerdo con los datos transcriptémicos mencionados anteriormente (Belland et al., 2003). Se ha
propuesto que la Trp sintasa, no funcional en los serovares oculares, podria proporcionar una via
de rescate contra el agotamiento del triptofano para las serovariedades genitales de C.
trachomatis, dada su coexistencia con la microbiota productora de indol en el tracto genital

femenino (Caldwell et al., 2003; Aiyar et al., 2014; Ziklo et al., 2016a; Ziklo et al., 2016b). La Trp
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sintasa de serovares genitales de C. trachomatis es capaz de utilizar el indol para la biosintesis de
triptéfano (Fehlner-Gardiner et al., 2002; Ziklo et al., 2016b) y la transformacién de un
aislamiento ocular con el operén funcional le confiere un fenotipo rescatable por indol (O'Neill et
al., 2018). De hecho, un mutante nulo en el gen trpB de C. trachomatis serovar D puede
recuperarse completamente de la persistencia inducida por IFNYy tras la adiciéon de Trp pero no
de indol (Kari et al., 2011). Un estudio reciente ha demostrado que la seleccién genética que se ha
dado en las serovariedades oculares en contra de mantener esta enzima activa podria ser debido
ala reaccion de deaminacion de la serina llevada a cabo por la Trp sintasa que da lugar a piruvato
y amonio. Esta reacciéon ocurre en ausencia de indol y el amonio generado es deletéreo. Esto
indica que un microbioma vaginal “normal” que no posee productores de indol favoreceria el
clearance de Chlamydia ya que: previene la sintesis de Trp a partir de indol para resistir al IFNy
y permite la deaminaciéon de la serina. Por el contrario, un microbioma en disbiosis con
productores de indol impediria el clearance favoreciendo a la bacteria (Sherchand and Aiyar,
2019). Otro hallazgo notable del estudio proteémico de Ostergaard et. al fue que los aRB
expresaron niveles generales més bajos de proteinas con alto contenido de triptofano, lo que
refleja a nivel de proteoma, la lucha para resistir la restriccion de tripté6fano impuesta por el IFNy
(Ostergaard et al., 2016). Esto esta de acuerdo con la observacion de que las Chlamydiaceae se
han sometido a una seleccion evolutiva de proteinas con un contenido de triptofano inferior al
promedio, que puede operar durante el estado persistente desencadenado por la falta del
triptéfano (Bonner et al., 2014). Ouellette y colaboradores encontraron que durante la restriccion
de triptéfano inducida por IFNy, C. pneumoniae acumula transcriptos ricos en codones de Trp,
probablemente como resultado del estancamiento del ribosoma en los codones de Trp (Ouellette
et al., 2016; Ouellette et al., 2018). Esto podria explicar parcialmente un reporte anterior que
muestra que, en respuesta a la restriccion de triptéfano, C. pneumoniae experimenta un aumento
de la transcripcion pero una traduccion ineficiente, lo que indica un aparente desacoplamiento de

estas dos vias (Ouellette et al., 2006).

Debido a que Chlamydia ha sido histéricamente refractaria a la manipulacion genética, el
papel de los genes individuales involucrados en la persistencia esta pobremente definido. Desde
hace relativamente poco tiempo, se encuentran disponibles algunas herramientas para el analisis
genético de Chlamydia, aunque todavia son limitadas en comparacién con otras bacterias como
se discute en la siguiente seccion. Hasta la fecha, solo hay un reporte de un enfoque sistematico
para dilucidar las bases genéticas de la persistencia de Chlamydia (Muramatsu et al., 2016).
Muramatsu et al. usaron una coleccion de ~ 2.000 cepas de LGV-L2 de C. trachomatis,

quimicamente mutagenizadas y marcadas con GFP, para detectar mutantes que exhiben una
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capacidad reducida para reactivarse del estrés inducido por IFNy. El screening consistié en
infectar en paralelo células HeLa pretratadas o no, durante 24 h con IFNy 10 ng/mL, con cada
mutante individualmente. La condicion no tratada se fij6 a las 24 horas posteriores a la infeccién
(hpi), mientras que los tratados con IFNy fueron lavados a las 24 hpi y se incubaron durante 24 h
adicionales en medios de cultivo suplementados con indol antes de la fijacién. Al comparar la
proporcion del namero de inclusiones formadas en “condicién no tratada”/“recuperaciéon” para
cada mutante, se identificaron 6 mutantes sensibles a la persistencia inducida por IFNyy, en 3 de
ellas, se identifico la mutacion causal. Estas fueron mutaciones sin sentido en TrpB (subunidad
de triptéfano sintasa), CTLo225 (probable pequeno transportador de aminoacidos neutros) y
CTL0694 (hipotética oxidorreductasa). Curiosamente, todas estas mutantes pudieron entrar en
un estado persistente en presencia de IFNy y no se reactivaron al agregar triptéfano o indol, pero
mostraron diferentes sensibilidades a IFNy (Muramatsu et al., 2016), destacando el impacto
relativo de mutaciones en la funcion de las proteinas y la posible implicancia de diferentes genes

de Chlamydia en la persistencia.

Un principio general para la relevancia biomédica de los experimentos de cultivo de células es
que las condiciones deben parecerse lo mas posible a la situacion in vivo. En este contexto, un
estudio investigo la influencia de los niveles de oxigeno en la persistencia inducida por IFNy (Roth
et al.,, 2010). Roth y sus colaboradores razonaron que, en el tracto genital femenino, C.
trachomatis debe sobrevivir bajo hipoxia (concentraciones de oxigeno <5%), mientras que la
mayoria de los experimentos in vitro se realizan en normoxia. Segun este estudio, el cambio de
los niveles de oxigeno de normoxia a hipoxia mediante el uso de células de las trompas de Falopio
humanas in vitro y ex vivo, se correlacion6 con una reduccién de la actividad anticlamidial del
IFNy contra los serovares genitales pero no oculares de C. trachomatis y con niveles reducidos de
IDO bajo hipoxia (Roth et al., 2010). Otros investigadores evaluaron posteriormente la actividad
de los antibi6ticos anticlamidiales de primera linea contra C. trachomatis L2 en células HeLa
durante la persistencia inducida por IFNy en hipoxia versus normoxia, y observaron que la
eficacia de las concentraciones subinhibitorias de azitromicina para erradicar C. trachomatis se
redujo moderadamente bajo la hipoxia (Shima et al., 2013). Teniendo en cuenta que las
concentraciones celulares de oxigeno no se midieron, la relevancia fisiologica de estas
observaciones no esta clara. Sin embargo, estos estudios destacan que las condiciones
experimentales utilizadas para estudiar la persistencia de Chlamydia in vitro deben considerarse
cuidadosamente, ya que pueden tener efectos profundos en los resultados, su interpretacion y

extrapolacion para la situacion in vivo.
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Figura 4: Modelo para las bases moleculares de la evasién clamidial de la actividad antimicrobiana
provocada por penicilina e IFNy. Las penicilinas inhiben el cross-linking del peptidoglicano (PG), lo que conduce
a la interrupcion de la sintesis de la pared celular. Chlamydia responde a este estrés disminuyendo la transcripcién de
los genes necesarios para la transicion de RB a EB (omcB, hctB), interrumpiendo la division celular y adoptando una
morfologia aberrante y agrandada (RB aberrante) (Goellner et al., 2006; Ouellette et al., 2006). La transcripcion de los
genes asociados a las respuestas al estrés aumenta (grpE, groES, htrA) (Goellner et al., 2006; Di Pietro et al., 2012).
Durante esta etapa, la bacteria es capaz de “persistir” por largos periodos de tiempo en un estado viable pero no
cultivable y la generacién de progenie infecciosa es abolida. Cuando se elimina la penicilina, Chlamydia sale de la
persistencia y reanuda la generaciéon de RB normales, que pueden originarse a partir de aRB a través de un proceso
similar a la de la gemacion. La proteasa/chaperona HtrA puede participar en la reversion de la persistencia inducida
por penicilina (Huston et al., 2008; Ong et al., 2013). Se indican los procesos/genes/proteinas que se han reportado
regulados hacia arriba y hacia abajo durante la persistencia inducida por penicilina. Los datos basados en estudios
transcripcionales o de proteinas se resaltan en violeta y rojo, respectivamente. B. El IFNy es una citoquina con roles
clave en la defensa del hospedador contra patégenos, incluida Chlamydia. E1 IFNy activa la indolamina-2,3-dioxigenasa
(IDO), lo que causa la degradacion del triptéfano (Trp) en quinurenina (K) y desencadena el estrés nutricional en esta
bacteria. En respuesta a este estrés, Chlamydia entra en un estado persistente anilogo a lo que se observa con la
penicilina. En este estado, Chlamydia altera la transcripcién y expresiéon de genes para modificar procesos biologicos
clave y garantizar la supervivencia. Se indican los procesos/genes/proteinas que se han reportado regulados hacia
arriba y hacia abajo durante la persistencia inducida por IFNYy. Los datos basados en estudios transcripcionales (Byrne
et al., 2001) (Belland et al., 2003; Goellner et al., 2006; Ouellette et al., 2006) estan indicados en violeta. Los datos
basados en estudios de proteinas (Molestina et al., 2002; Mukhopadhyay et al., 2006; Ouellette et al., 2006; Ostergaard
et al., 2016) se muestran en rojo. Los datos respaldados por los estudios de transcripcion y proteémica se indican en
verde. Los datos basados en la actividad global de la ruta de traduccién se muestran en azul. Es notable que la
transcripcion de genes de diferenciacion de RB a EB se ha encontrado aumentada y disminuida en diferentes estudios,
como se explica en el manuscrito. trpB (tript6fano sintasa), ctlo225 (probable transportador de aminoacidos neutros)
y ctlo694 (una hipotética oxidorreductasa) desempefian un papel en la reversion de la persistencia inducida por IFNy
en C. trachomatis (Muramatsu et al., 2016).
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Implicancias de la persistencia in vivo

Durante la infeccion de sus hospedadores, Chlamydia se encuentra con el estrés impuesto por
la respuesta inmune o, eventualmente, por la administracion de agentes antimicrobianos. A la luz
de los hallazgos experimentales discutidos anteriormente, es razonable especular que Chlamydia
puede entrar en un estado persistente in vivo. Sin embargo, la evidencia es hasta ahora indirecta.
Una evidencia de que la persistencia puede ocurrir in vivo, proviene de la observacion directa de
aRBs en tejidos infectados. Por ejemplo, mediante microscopia electréonica con marcacion de
particulas de oro, se han observado aRBs para C. pneumoniae en tejido aterosclerético de
pacientes humanos (Borel et al., 2008). De manera similar, los aRBs se detectaron para C. suis
mediante inmunohistoquimica y microscopia electrénica con inmunomarcacion con particulas de
oro en el intestino de cerdos infectados naturalmente (Pospischil et al., 2009). Ademas, se
observaron RBs aberrantes de C. muridarum presentes en células endocervicales utilizando un
modelo de infeccion del tracto genital en ratones hembra (Rank et al., 2011; Phillips Campbell et
al., 2012). También se identifico la presencia de aRBs en células endocervicales obtenidas de una
mujer con cervicitis por C. trachomatis (Lewis et al., 2014). Si bien la observacién de aRB en
tejidos infectados no indica necesariamente una infeccion persistente, la capacidad ampliamente
demostrada de Chlamydia para causar infecciones persistentes, asintomaticas, cronicas y
reactivaciones aparentes, es muy sugestiva. Un estudio reciente, ha demostrado la presencia de
mutaciones en el gen trpA en aislados de muestras urogenitales de una mujer que presentaba
infecciones recurrentes en 4 afios a pesar del tratamiento antibiotico. Estos aislados presentaban
mutaciones idénticas y forman cuerpos aberrantes en presencia de IFNy e indol, mostrando la
incapacidad de recuperarse normalmente del estrés inducido por la citoquina. Estas mutaciones,
probablemente permitieron la persistencia clamidial in vivo, regresando a la infeccion activa
cuando aumentaban los niveles de tript6fano (Somboonna et al., 2019). Una observacién clinica
que respalda ain mas el caso de la persistencia in vivo es la uretritis post-gonococica. Una
proporcion de pacientes tratados con penicilina por gonorrea en los afios 60 y 70 desarrollaban
uretritis post-gonocodcica causada por C. trachomatis (Richmond et al., 1972). Se ha informado
que C. trachomatis se recupera en 11-50% de los pacientes con uretritis gonococica, y 75-100% de
estos pacientes pueden desarrollar uretritis post-gonocécica después del tratamiento con un
antibidtico ineficaz para Chlamydia, como la penicilina o cefalosporinas (Augenbraun, 2015).
Mientras que los beta-lactamicos pueden tener éxito en la eliminacion de Neisseria gonorrhoeae,
solo pueden inducir un estado persistente en Chlamydia. Por lo tanto, la uretritis post-gonocdcica
podria concebirse como la manifestacion clinica de la reactivacion de Chlamydia después de

completar el régimen de beta-lactimicos en pacientes con gonorrea coinfectados con C.
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trachomatis. Otra evidencia indirecta de la reactivacion es la observacion repetida de inmigrantes
aparentemente sanos procedentes de areas endémicas que, décadas después, sufren tracoma
activo en ausencia de una re-exposiciéon identificable (Thygeson, 1963). De manera similar,
basado en los modelos de infeccién en ratones, C. pneumoniae puede reactivarse en los pulmones
semanas después de la inoculacién inicial después del tratamiento con cortisona, pero no en
animales inmunocompetentes, lo que sugiere que las respuestas inmunitarias anti-Chlamydia
desencadenan la entrada de estas bacterias a un estado persistente en los tejidos infectados
(Malinverni et al., 1995; Laitinen et al., 1996). Ademas, la deteccion de antigenos de Chlamydia,
ADN o ARN en muestras clinicas en ausencia de cultivabilidad, es consistente con un estado
persistente que ocurre in vivo (Hogan et al., 2004). Por ejemplo, se detectaron antigenos o ADN
de C. trachomatis en muestras de biopsia de mujeres con infertilidad tubarica post-infecciosa,
con cultivo negativo, incluso después del tratamiento con antibioticos (Patton et al., 1994).
Ademas, el ADN y el ARN de C. trachomatis se han detectado semanas después de que los cultivos
ya fueran negativos en un modelo de infeccion de tracoma basado en monos cynomolgus (Holland
et al., 1992). Sin embargo, debe senalarse que la deteccion de ADN, ARN o antigenos no indica
necesariamente la presencia de organismos viables y, por lo tanto, no es una evidencia
concluyente de un fenotipo persistente in vivo. Es importante destacar que un reciente analisis de
la secuencia del genoma completo a partir de muestras clinicas/aislamientos presenté pruebas
convincentes de que la misma cepa de C. trachomatis puede persistir durante 3 a 5 afios en el
tracto genital femenino, independientemente del tratamiento antibiotico regular y sin ninguna o
pocas mutaciones gendémicas acumuladas (Suchland et al., 2017). Esto indica que la estrategia de
Chlamydia para persistir en la célula hospedadora no es mutacional, sino que dependeria de la

orquestacién de una respuesta especifica orientada a evitar la eliminacion de estos patogenos.

Si la persistencia ocurre in vivo, un escenario probable es que una fraccién de la bacteria
Chlamydia entra en un estado persistente en el hospedador en respuesta a condiciones de
crecimiento desfavorables, como las que surgen del tratamiento con antibi6ticos o en presencia
del IFNy producido por las células inmunitarias en respuesta a la infeccidon. La persistencia
clamidial podria entonces contribuir al establecimiento de infecciones crénicas y minimamente
sintomaticas que se consideran criticas para el dafio tisular a largo plazo y la patogénesis de las

enfermedades por Chlamydia.

Existe un tnico modelo animal disponible actualmente para estudiar la persistencia de
Chlamydia in vivo (Phillips Campbell et al., 2012). Al infectar con C. muridarum el tracto genital
de ratones BALB/c hembra tratados con amoxicilina estos investigadores hicieron varios

hallazgos significativos: i) C. muridarum entra en un estado no infeccioso viable en el tracto

29



Introduccién

genital; ii) la acumulacién de ARNr pre-16s de Chlamydia no se ve afectada; iii) se observan aRB
en el tejido infectado y iv) se da un pico de generaciéon de particulas infecciosas luego de finalizado
el tratamiento con amoxicilina. Estos hallazgos indican que la persistencia de Chlamydia, como
se define en el cultivo de células, puede ocurrir in vivo durante el tratamiento con amoxicilina.
Otra observacion relevante es que la persistencia inducida por amoxicilina en ratones infectados
intravaginalmente con C. muridarum, resulta en un mayor fracaso del tratamiento posterior con
el antibiotico anti-clamidial de primera eleccién, azitromicina (Phillips-Campbell et al., 2014).
Estas observaciones concuerdan con los resultados anteriores obtenidos en los modelos de
infeccion de cultivos celulares (Wyrick and Knight, 2004). Entonces, parece una consideracion
clinica razonable que la persistencia de Chlamydia inducida por penicilina puede conferir una
mayor resistencia a otros antibiéticos, incluidos los medicamentos de primera elecciéon contra la
Chlamydia.

Manipulacion genética en Chlamydia

Desafios

La falta de herramientas para la manipulaciéon genética molecular de Chlamydia ha sido un
gran impedimento para los investigadores que debian confiar en sistemas sustitutos e inferencias
basadas en similitudes entre las proteinas de Chlamydia y factores de virulencia previamente
caracterizados en otras bacterias patogenas (lo que es de ayuda limitada en una bacteria
evolutivamente distante de todas las demas). El panorama ha cambiado en los tltimos afios, con
una expansion de la caja de herramientas de genética molecular, ahora disponible para la
investigacion de un patdgeno que se consideraba genéticamente “intratable” [revisado en (Julie
A. Brothwell, 2018), (Sixt and Valdivia, 2016), (Bastidas and Valdivia, 2016), (Valdivia and
Bastidas, 2018)]. El estilo de vida intracelular obligado y el nicho intracelular “protegido” limitan
las oportunidades para que Chlamydia intercambie material genético con otros microorganismos
y plantea barreras para su manipulacion genética en el laboratorio. La introduccion de ADN
ex6geno mediante transformacion podria apuntar a la etapa EB o RB. Dentro de la célula
hospedadora, los RBs no son facilmente accesibles al ADN ex6geno, que necesitaria traspasar
cuatro membranas (membrana plasmatica, membrana de la inclusion y membrana externa e
interna bacteriana) para alcanzar el citosol bacteriano. Si bien puede parecer més factible apuntar
a la etapa EB para la transformacion, esta forma estable desde el punto de vista ambiental tiene
una pared celular gruesa y rigida, un nucleoide altamente condensado y una actividad metabolica
reducida. Por lo tanto, los EBs pueden ser naturalmente menos propensos a captar e integrar el

ADN extrafio. Probablemente el impedimento mas importante en la diseccion genética de la
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patogénesis clamidial es que estos organismos deben propagarse en las células hospedadoras y no
se han encontrado atin medios de cultivo axénicos tutiles para Chlamydia. Para avanzar en los
sistemas de manipulacién genética también se requiere una mejora en la eficiencia de
transformacion, que podria alcanzarse al comprender mejor los mecanismos de captacion y
recombinacion del ADN en Chlamydia. Otro impedimento son las restricciones en el uso de
antibi6ticos como marcadores de seleccién debido a su uso clinico. De acuerdo con las pautas de
tratamiento de enfermedades de transmision sexual de 2010 establecidas por el Centro para el
Control y la Prevenciéon de Enfermedades de EE. UU. (Workowski et al., 2010), la tetraciclina,
azitromicina, doxiciclina, eritromicina, levofloxacina, ofloxacina y amoxicilina deben usarse
exclusivamente para regimenes de tratamiento clinico y estan prohibidos en la generaciéon de
recombinantes. Adema4s, la introduccién de -lactamasas en serovariedades urogenitales también
esta restringido debido al potencial uso de f-lactamicos para el tratamiento de mujeres infectadas
que estdn embarazadas. Nuevos desafios que quedan por abordar tienen que ver, por ejemplo,
con mejorar el éxito de las complementaciones y el desarrollo de nuevos reactivos y/o
herramientas. Muchos genes de Chlamydia se expresan diferencialmente a lo largo del ciclo
regulados por factores de transcripcion, factores sigma, y cambios en la topologia del ADN; por
ende las fallas en intentos de complementacion génica podrian estar asociadas a la falta de una

correcta regulacion de los niveles de expresion del gen de interés (Sixt and Valdivia, 2016).

Avances

A pesar de los desafios técnicos mencionados Chlamydia es capaz de intercambiar ADN
naturalmente lo que permite aislar recombinantes resistentes a dos o mas antibidticos a partir de
coinfecciones con cepas resistentes a cada uno de ellos. El mecanismo por el cual ocurre este

evento todavia no ha sido dilucidado (Bastidas and Valdivia, 2016; Sixt and Valdivia, 2016).

Es posible introducir alteraciones genéticas aleatorias en los genomas microbianos mediante
diversos métodos, como las transposiciones por insercion, la radiacion UV y la exposicion a
sustancias quimicas que dafian el ADN. La mutagénesis quimica fue la primera herramienta
utilizada para generar librerias de mutantes que permiten un enfoque de genética directa y/o
reversa (Kari et al., 2011; Kokes et al., 2015; Muramatsu et al., 2016) (Figura 5). La mutagénesis
se realiza mediante la exposicion de células infectadas a cualquiera de los compuestos alquilantes

de ADN: metanosulfonato de etilo (EMS) o N-etil-N-nitrosourea (ENU), seguido de aislamiento
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por ensayo de placa. Las lesiones genéticas causadas por el EMS (o ENU) son en su mayoria
mutaciones puntuales (Sega, 1984), que es poco probable que tengan efectos polares significativos
en la expresion de los genes circundantes. El acople de un screening fenotipico en una coleccién
de mutantes quimicas junto con la obtencién de recombinantes entre las cepas mutantes de
interés y una cepa Wt, el genotipeo de las mismas por TILLING o secuenciamiento, y el analisis
de las mutaciones presentes en las recombinantes permite realizar una asociacién genotipo-
fenotipo y determinar la/s mutaciéon/es causantes del fenotipo. Por otra parte, recién en 2017, se
publico el primer trabajo con una mutante obtenida por insercién de un transposoén en el gen cdu-

1 (Fischer et al., 2017).

Las primeras transformaciones exitosas, pero transientes y poco eficientes, se llevaron a cabo
mediante electroporacion de EBs en 1994 (Tam et al., 1994). Sin embargo, actualmente el método
elegido es aquel que public6 Wang en 2011 y que se basa en una transformaciéon de EBs en
presencia de CaCl2 (Wang et al., 2011). Luego se report6, como método de transformacion de RBs,
un método basado en dendrimeros, polimeros altamente ramificados que pueden introducir
biomoléculas a las células. Aunque la eficiencia fue mayor, probablemente debido a una

competencia natural en el estado RB, su uso no se ha extendido (Kannan et al., 2013).

La presencia de plasmidos naturales en Chlamydia complica la transformaciéon con un
plasmido foraneo. El plasmido original en C. trachomatis es altamente conservado, presenta 7.5
kb, es no conjugativo, no integrativo y mantiene hasta 8 copias por célula (Pickett et al., 2005;
Ferreira et al., 2013). El nimero de copias de plasmidos introducidos en C. trachomatis es similar
al del plasmido original (Wang et al., 2011; Wang et al., 2013), aunque los estudios con C.
muridarum muestran un aumento en el niimero de copias (Liu et al., 2014a; Liu et al., 2014b).
Todos los plasmidos que se han utilizado para transformar exitosamente C. trachomatis derivan
del plasmido original y una vez dentro de la bacteria lo reemplazan por incompatibilidad
plasmidica. Un compendio de los vectores disponibles para C. trachomatis LGV L2 se puede

encontrar en una publicacion relativamente reciente (Bastidas and Valdivia, 2016).
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Figura 5: La caja de herramientas genéticas para Chlamydia spp. Adaptado de Sixt et al. (Sixt and Valdivia,
2016). Panel superior: Construccion de bibliotecas mutantes para aplicaciones genéticas directas e inversas: las
células infectadas con Chlamydia se exponen a un quimico mutagénico, seguido de un aislamiento clonal de la progenie.
Panel inferior: Enfoques para vincular los fenotipos con una alteracion genética especifica. (Izquierda) El analisis
de asociacién explota la competencia natural de Chlamydia spp. (es decir, la formacién de cepas recombinantes durante
la coinfeccion con bacterias mutantes y Wt). Las recombinantes clonales se analizan para identificar mutaciones, por
TILLING y/o secuenciamiento, que se heredan conjuntamente con un fenotipo de interés. TILLING permite un
monitoreo de heterodupex de ADN que se forman entre el gen de interés salvaje y una copia mutante amplificados por
PCR. La nucleasa CEL1 escinde los sitios de apareamiento incorrecto y los fragmentos generados por la digestion son
detectables en un gel de agarosa permitiendo identificar las mutaciones presentes en la recombinante de interés.
(Centro) Los vectores permiten la complementaciéon de mutantes en trans con el gen de tipo salvaje, y (derecha) el
uso de intrones del grupo II o la disrupcién con un cassette basada en homologia permite la inactivacion por insercion
o el reemplazo alélico de genes, respectivamente, en bacterias Wt.

La primer disrupcion sitio-dirigida de un gen en el cromosoma clamidial se realiz6 en 2013
mediante la insercion de un intrén tipo II que puede dirigirse, mediante una modificacion en su
secuencia, a un sitio especifico en el cromosoma (Figura 5). Los autores del trabajo adaptaron el

sistema TargeTron (Sigma Aldrich) para generar mutantes que podian ser seleccionadas con
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ampicilina (Johnson and Fisher, 2013) y posteriormente también con espectinomicina (Lowden
et al., 2015) (Figura 36). Este sistema permite la obtencién de mutantes que son estables a través
de los pasajes en cultivo celular y en el tracto genital de ratones. La principal limitacion del uso
de este sistema es que solo ciertos sitios en el genoma pueden ser seleccionados para la inserciéon
del intrén. Las inserciones pueden tener efectos polares en genes vecinos y el costo y tiempo para

la generacion de cada mutante es elevado. El plasmido utilizado es suicida.

Mas recientemente, Mueller et al. desarrollaron un sistema para mutagénesis de intercambio
alélico reportada por fluorescencia (FRAEM) (McKuen et al., 2017). Esta tecnologia permite
reemplazar en el cromosoma el gen de interés completo con un cassette que contiene una
resistencia antibiotica y un marcador fluorescente. Este grupo desarroll6 un plasmido que se
replica condicionalmente en C. trachomatis, colocando CDS (pgp6), y por lo tanto la mantencion
del plasmido, bajo el control de un promotor inducible por tetraciclina. Al remover el inductor,
mientras que se selecciona con el antibidtico presente en el cassette flanqueado por la secuencia
de Chlamydia en el plasmido, permite aislar cepas donde ocurra intercambio alélico. El cassette
de seleccion contiene bla para la seleccion de recombinantes con penicilina, y GFP para
monitorear la transformacion e integracidon del cassette de seleccion en el cromosoma. La
deteccion visual de eventos de cruce simple y doble (intercambio alélico) se facilita mediante un
gen mCherry ubicado fuera del cassette de seleccion y las regiones de homologia cromosémica
flanqueantes. Las limitaciones incluyen su complejidad relativa, el riesgo de delecionar secuencias
no conocidas que actien en cis y efectos polares. Con el objetivo de minimizar esos efectos off-
target estos autores desarrollaron una nueva tecnologia a la que llamaron FLAEM (Floxed-
Cassette Allelic Exchange Mutagenesis, Mutagénesis de intercambio alélico de cassette
flanqueado por sitios lox P) (Keb et al., 2018). La expresion condicional de la recombinasa Cre en
una mutante con un cassette flanqueado por sitios lox P resulta en la eliminacién del marcador y
los efectos polares. Esta es la primera herramienta desarrollada que permite una disrupcion
génica limpia en Chlamydia. Esto abre la puerta para generar cepas de Chlamydia con multiples
eliminaciones de genes. Esto es especialmente ventajoso para C. trachomatis dado el pequeiio
nimero de marcadores seleccionables que estan disponibles actualmente. Las cepas sin
marcadores también tienen el beneficio adicional de limitar cualquier impacto que la expresion

del marcador seleccionable pueda tener en el fitness de Chlamydia (Valdivia and Bastidas, 2018).

Mientras que TargeTron ya ha sido utilizado en varios laboratorios para contribuir al
entendimiento de la patogénesis clamidial (Johnson and Fisher, 2013; Lowden et al., 2015; Weber
et al., 2016; Sixt et al., 2017; Shaw et al., 2018), las estrategias mas recientes FRAEM y FLAEM

adin no han sido utilizados por otros grupos, quizas por la dificultad en el manejo del plasmido

34



Introduccién

que no es totalmente estable en E.coli (Raphael Valdivia y Robert Bastidas, comunicacion

personal).

Por ultimo, muy recientemente ha sido demostrado que un sistema de interferencia CRISP
(CRISPi) es factible en C. trachomatis. Este sistema esta basado en la variante cataliticamente
inactiva Cas9 de Staphylococcus aureus y permite de manera inducible y reversible reprimir la
expresion génica (Ouellette, 2018). Representa un sistema util para estudios basados en
microscopia, pero no compatible con anélisis a nivel poblacional. Las principales limitaciones son

la inestabilidad del plasmido, efectos off-target, y niveles de expresion basal del promotor Tet.

Actualmente existe un repertorio de vectores con diferentes sitios de clonado (MCS),
reporteros fluorescentes, promotores constitutivos o inducibles y marcadores de seleccion. Se
puede acceder a tablas con resumen de vectores disponibles en publicaciones recientes (Bastidas
and Valdivia, 2016; Cortina et al., 2019). Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron los plasmidos
p2TK2-SW2 que permiten la expresion de mCherry, GFP o CFP (Agaisse and Derre, 2013) y
vectores de la familia pPBOMB (Bauler and Hackstadt, 2014) para complementar la expresion de
las proteinas de interés en las mutantes nulas. Recientemente ha sido publicada una nueva familia
de vectores “p2TK2Spec-SW2 mCh(GroL2)” que ventajosamente permiten la seleccién con
espectinomicina en lugar de la tradicional penicilina y la expresién bajo un promotor nativo o

inducible por tetraciclina en sus diferentes versiones (Cortina et al., 2019).

La expresion de proteinas fluorescentes es una herramienta util para conocer el éxito de las
transformaciones, la estabilidad del plasmido, realizar ensayos de adhesion e invasion,
monitorear la infeccion en tiempo real por microscopia y hacer recuentos de bacterias por
citometria (Wang et al., 2011; Agaisse and Derre, 2013; Ding et al., 2013; Gerard et al., 2013;

Kannan et al., 2013; Wickstrum et al., 2013; Xu et al., 2013; Vromman et al., 2014).

La complementacion de fenotipos mutantes con plasmidos fue aplicada por primera vez para
el analisis de las proteinas efectoras TepP e InaC, confirmando su rol en el reclutamiento de
proteinas del hospedador durante la infeccion y estableciendo un rol en la fragmentacion del Golgi
para InaC (Chen et al., 2014; Kokes et al., 2015). Es importante mencionar que la expresion de
una proteina poco caracterizada unida a un tag permite, ademas, estudiar su localizacién

intracelular por microscopia.
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Identificacion de genes importantes en persistencia

Muchas preguntas criticas con respecto a este fendémeno permanecen aiin sin dilucidar: ¢Como
es censado el dafio? ¢Como se regula la persistencia? ¢Como entra y sale Chlamydia de la
persistencia? ¢Cudles son las bases genéticas para la persistencia en el contexto de diferentes
estimulos e interacciones con el hospedador? ¢Qué genes de Chlamydia se requieren para la
persistencia y como participan? ¢Se puede intervenir para evitar que esta bacteria entre o salga
de la persistencia? ¢Cuales son las consecuencias de tales intervenciones para la patogénesis in
vivo? Las herramientas emergentes para las manipulaciones genéticas en Chlamydia han dado
paso a un nuevo y emocionante tiempo para la investigacion en este campo, lo que abre la
posibilidad de abordar esas y otras preguntas relevantes sobre la persistencia. Es por ello que este
trabajo de tesis hace uso de nuevas herramientas disponibles intentando contestar algunos de

estos interrogantes.
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OBIJETIVOS

Desde el punto de vista clinico, las infecciones clamidiales son mayoritariamente
asintomaticas, es por ello que los pacientes no buscan un tratamiento. Ello, sumado a una
respuesta inmune del hospedador que no es eficaz llevan a una prolongada duracion de las
infecciones, tiempo durante el cual contintia el contagio. Finalmente, las secuelas tardias pueden
ser graves como la enfermedad inflamatoria pélvica, la infertilidad irreversible, embarazos
ectopicos y abortos. Estas caracteristicas clinicas de una infeccidon persistente hacen a la

relevancia de estudiar este fenébmeno de persistencia a nivel molecular.

En ese contexto, el objetivo general del presente trabajo de tesis es caracterizar el fenémeno de

persistencia en el patégeno humano C. trachomatis utilizando un enfoque genémico.
Los objetivos especificos propuestos son:

1. Identificar y caracterizar los genes involucrados en la regulacién/ modulacién de la persistencia

clamidial, inducida por interfer6n gamma y penicilina, utilizando un enfoque genémico.
1a. Detectar mutantes quimicas con defectos en el fenotipo de persistencia y validarlas.
1b. Identificar las mutaciones presentes en las mutantes con defectos en persistencia.

1c. Establecer el linkage genotipo-fenotipo mediante diferentes estrategias orientadas a
identificar la asociacion entre mutaciéon en un gen de interés y defecto: transferencia
horizontal de genes seguido de seleccion y anélisis de recombinantes, inactivaciéon de

genes de interés por insercion sitio-dirigida.
1d. Confirmar el linkage genotipo-fenotipo mediante ensayos de complementacion.

1e. Evaluar la expresion y funcién de los genes identificados a lo largo del ciclo de

desarrollo.

2. Evaluar cuales son las consecuencias de la anulacion de genes relevantes para la persistencia in

vitro en un modelo murino de infeccion intravaginal.

2a. Cuantificar la progenie infecciosa en descargas vaginales a los dias 10 y 14 post-

infeccion en ratones hembra C57/BL6 infectados con la cepa Wt o la mutante de interés.

2b. Determinar la carga bacteriana en el tejido uterino al dia 14 post-infeccion en ratones

hembra C57/ BL6 infectados con la cepa Wt o la mutante de interés.
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CAPITULO 1: Persistencia

Modelo de induccion de persistencia con interferon gamma o
penicilina

Con el objetivo de identificar los genes de C. trachomatis relevantes para la persistencia se
utilizé6 un modelo de induccion y remocion del estrés (recuperacion) en cultivo celular. Para ello

se establecieron las condiciones para C. trachomatis LGV-L2 (L2 Wt) en células HeLa utilizando

los factores de estrés mas relevantes y mejor caracterizados: IFNy y penicilina.

En el caso del IFNy se ha observado que es necesario un pre-tratamiento con la citoquina para
depletar el triptéfano previo a la infeccion con C. trachomatis LGV-L2 (Morrison, 2000).
Mediante una curva con distintas concentraciones del mismo, con un pre-tratamiento de 40h, se
observo que la concentracion de 15 ng/mL era suficiente para inducir una reduccion en el tamano
de las inclusiones medido a las 30hpi (Figura 6 A). Sin embargo, 40h de pre-tratamiento generaba
cierta toxicidad celular y debido a ello se ensayaron diferentes tiempos de pre-tratamiento (24,
30 6 40h). Se observo que, a todos los tiempos analizados, con la concentracion elegida, se
generaba una disminucion en el tamano de las inclusiones y se seleccion6 un tratamiento de 24h
previo a la infeccidon para minimizar los efectos toxicos del IFNy. Entonces, en todos los ensayos
de persistencia posteriores las células HeLa se trataron previamente durante 24h con 15 ng/mL
de IFNy, luego se infectaron en presencia del mismo, a las 24 h post-infeccién se removi6 el medio
y se dejaron recuperar durante 24h adicionales en medio libre de IFNy suplementado con

triptofano (Figura 6 A).

Por otro lado, con el objetivo de seleccionar una concentraciéon de penicilina de trabajo se
realiz6 una curva con diferentes concentraciones del antibiotico agregado al momento de la
infeccion. En el caso de este beta-lactamico no se observa una disminucion en el tamafio de la
inclusion al incrementar la concentracion, pero si los tipicos cuerpos aberrantes de gran tamano
(Figura 6 B). La concentracion 0,06 Ul/mL fue suficiente para observarlos y en esta tesis se
trabajo en un rango de 0,1 a 1 UI/mL de penicilina. Entonces, para el estrés inducido por
penicilina, las células HeLa se infectaron durante 24h en presencia de 0,1 a 1 UI/mL de penicilina

y luego se dejaron recuperar durante 24h en medio libre de penicilina (Figura 7 A).
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Figura 6: Efecto de concentraciones crecientes de interferé6n gamma y penicilina en la infeccion de C.
trachomatis L2. A. Se evalu6 un rango de concentraciones de IFNy (0 a 240 ng/mL) pretratando células HeLa por
40h hasta el momento de la infeccion con C. trachomatis L2 y se midio el tamafo de las inclusiones 30 hpi en presencia
continua del estresor en la concentracién indicada. Al aumentar la concentracién de la citoquina hay una pronunciada
disminucion del tamafio de las inclusiones. B. Se evalu6 un rango de concentraciones de penicilina (0,007 a 0,96
UI/mL) en células HeLa infectadas con C. trachomatis L2 por 48h. Al incrementar la concentracién del beta-lactamico
se observ la aparicion de cuerpos reticulares aberrantes (aRBs) que se indican con un asterisco. A y B. Para la
deteccion mediante inmunofluorescencia de Chlamydia (verde) se utilizdé un anticuerpo anti-Slc1 y un anticuerpo
secundario anti-rabbit marcado con Alexa Fluor 488. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia de
epifluorescencia.

Como se ha reportado anteriormente (Tamura and Manire, 1968; Beatty et al., 1993), en este
trabajo se observd que en presencia continua de los factores estresantes, la generacion de progenie
infecciosa (IFU/mL) se redujo drasticamente en comparacién con el control no tratado (Figura 7

B). A las 24h posteriores a quitar los factores estresantes, la produccién de progenie infecciosa
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(IFU/mL) aument6 (hasta 4 y 3 o6rdenes de magnitud en el caso de IFNy y penicilina,
respectivamente) en comparacién con la condiciéon de estrés (Figura 7 B). Esto indica que las
bacterias fueron capaces de volver a su ciclo de desarrollo productivo una vez que desaparecio el
estrés, cumpliendo con la definicion funcional de persistencia. Es notable que, si bien aumenta
con respecto al tratamiento continuo, la generaciéon de progenie después de la recuperacion fue
significativamente menor (1 y 2 o6rdenes de magnitud en el caso de IFNy y penicilina,
respectivamente) en comparacion con el control no tratado a un mismo tiempo post-infecciéon
(Figura 7 B). En presencia de penicilina, la microscopia de fluorescencia muestra inclusiones que
presentan formas de Chlamydia compatibles con los aRB tipicos agrandados (Figura 7 C). En
presencia de IFNy, las inclusiones fueron méas pequenas pero la observacion de los aRB tipicos, si
bien se observaron RBs de mayor tamano, no fue un efecto tan evidente como el causado por el
tratamiento con penicilina (Figuras 7C-E). Esto es consistente con la observacion de que C.
trachomatis LGV-L2 es menos sensible al IFNy en comparacién con otros serovares (Morrison,
2000) y puede explicar por qué la formacion de aRB inducida por IFNy fue més dificil de observar
(revisada en Bavoil, 2014). En las condiciones de cultivo utilizadas en esta tesis, la adicion de 15
ng/mL de IFNy evit6 claramente la generacion de progenie infecciosa, pero la formacién de aRB
no se observo con tanta claridad en comparacion con el estrés inducido por penicilina. Debido a
que las concentraciones mas altas de IFNy fueron toxicas para las monocapas celulares (datos no
mostrados), se mantuvieron los niveles de esta citoquina en 15 ng/mL durante el screening.
Después de 24h de recuperacion post IFNy, las inclusiones fueron morfolégicamente
indistinguibles del control no tratado. En contraste, la eliminacion de la penicilina no revirtio
completamente la morfologia anormal de algunos RB (Figura 7 C) como se ha reportado

anteriormente (Skilton et al., 2009).
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Figura 7: Inducciéon de estrés por medio de interferon gamma y penicilina en la infeccion de C.
trachomatis LGV-L2. A. Representacion esquematica de los tratamientos realizados. Panel superior: Las células
HelLa se trataron previamente con IFNy (15 ng/mL) durante 24 horas (IFN) o se dejaron sin tratar (UT, untreated)
antes de infectarlas con C. trachomatis LGV-L2. Para la condicion de recuperaciéon de interferén (IFN-R), las células
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se enjuagaron con PBS a 24 hpi y se agreg6 DMEM, FBS al 10%, tript6fano (100 mg/L) y se dejaron recuperar durante
24 h adicionales. Panel inferior: Las células HeLa se infectaron con C. trachomatis LGV-L2 en presencia (PEN) o
ausencia (UT) de penicilina. Para la condicion de recuperaciéon de penicilina (PEN-R), las células se enjuagaron con
PBS alas 24 hpi y se agrego DMEM, FBS al 10%, y se dejaron recuperar durante 24 h adicionales. B. Panel superior: la
generacion de progenie infecciosa de C. trachomatis LGV-L2 se reduce cuando las células se exponen a IFN, mientras
que la adiciéon de medio fresco suplementado con tript6fano a 24 hpi permite la recuperacion. Panel inferior: la
generacion de la progenie infecciosa de C. trachomatis LGV-L2 disminuye cuando las células se exponen a la penicilina
(1 UI/mL) y la reposicién de medio fresco a 24 hpi permite la recuperacién. Ambos paneles: a 24 hpi (barras negras) o
48 hpi (barras grises) se recolect6 la progenie infecciosa mediante lisis osmética y estos lisados se usaron para infectar
células HeLa frescas. Las inclusiones se fijaron con metanol a 30 hpi, se tifieron con anticuerpo anti-Slc1 y se contaron
para determinar las unidades formadoras de inclusiéon (IFU/mL). Los valores representan la media + SEM de al menos
tres repeticiones. La significancia estadistica se calculdé mediante la prueba de t-Student. Las diferencias se
consideraron significativas para * P <0.05, ¥ P <0.01y # P <0.001. C. Imagenes representativas de microscopia de
fluorescencia de las condiciones UT, IFN y PEN en diferentes hpi. El ADN fue tefiido con Hoechst (azul) y para la
deteccion de C. trachomatis (verde) se utiliz6 un anticuerpo anti-Sle1 y un anticuerpo secundario anti-rabbit marcado
con Alexa Fluor 488. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia de epifluorescencia. Las barras de escala
representan 10 pm. D. El tratamiento con IFNy reduce el tamafio de inclusion. El tamafio de la inclusién en células
HeLa infectadas con C. trachomatis LGV-L2 a 24 hpi, sin tratamiento o durante el tratamiento con IFN se midi6 con
ImageJ en al menos 800 inclusiones por condicion y se expresé en unidades arbitrarias (U. A.). Las barras horizontales
y de error representan la media + 95% CI (n = 7). La significancia estadistica se evalu6 mediante la prueba t-Student
(# p <0,001). E. Imégenes representativas de microscopia electronica de transmision (TEM) de las condiciones UT
(24 hpi) e IFN (24 hpi) para C. trachomatis LGV-L2. Las barras de escala representan 2 pm.

Screening para identificar genes involucrados en persistencia

Para identificar los genes de C. trachomatis relevantes para la recuperacion del estrés inducido
por IFNy y penicilina, se utiliz6 una coleccién previamente descripta de 934 cepas de C.
trachomatis L2 quimicamente mutagenizadas (Kokes et al., 2015). Se consider6 que las mutantes
de C. trachomatis que exhibian niveles reducidos de progenie infecciosa tras la eliminacion de los
factores estresantes, eran defectuosas en su capacidad para sobrevivir durante el estrés o para
reanudar el crecimiento/la generacion de la progenie y por ende los genes mutados en esas cepas
representan genes putativamente implicados en persistencia. Para identificar dichas mutantes, se
infectaron células HeLa con cada una de las cepas en presencia de IFNy o penicilina, se eliminaron
los factores de estrés a las 24 hpi y se permiti6 que las bacterias se recuperaran durante 24 h
adicionales (Figura 8 A). Luego se midio la generacion de progenie infecciosa para cada mutante
contando las unidades formadoras de inclusion (IFU) en condiciones no tratadas a las 30 hpi
(UT), o a las 24 h de recuperacion del estrés inducido por IFNy o penicilina (IFN-R y PEN-R,
respectivamente). Para tener en cuenta las variaciones en la infectividad entre las cepas mutantes,
las IFU de salida se normalizaron por las IFU de entrada, es decir el in6culo o input (IFU/Input).
Una mutante defectuosa se definié como la que produce un 10% y/o un 20% de IFU/Input tras la
recuperacion del estrés inducido por IFNy y penicilina, respectivamente, en comparacion con la
cepa parental salvaje C. trachomatis LGV-L2. Se identificaron 8 mutantes que mostraron una

generacion reducida de IFU tras la recuperacion del estrés inducido por IFNy, 3 de las cuales
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también fueron defectuosas para la reactivacion luego del estrés inducido por penicilina (Figura

8 B).
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Figura 8: Un screening genético permitié identificar mutantes de C. trachomatis con defectos de
recuperacion post-persistencia inducida por IFNy o penicilina. A. Representaciéon esquemaética del screening
utilizado para identificar mutantes que presentaban defectos en la recuperacién de la persistencia inducida por IFNy o
penicilina. Se utilizaron 4 arreglos idénticos de las mutantes en placas de 96 pocillos; uno fue utilizado para determinar
el input de las unidades formadoras de inclusion (Input), mientras que los otros tres fueron utilizados para determinar
las IFUs Output a las horas post infecciéon (hpi) indicadas en la condicién no tratada (UT, panel superior), IFN-
recuperaciéon (IFN-R, panel medio) o PEN-recuperacion (PEN-R, panel inferior). En el caso del estrés inducido por
IFNYy, las células se pre-trataron por 24h con 15ng/mL de IFNy antes de la infeccion. A las 24hpi, se removio el estresor
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y se agrego6 Trp al medio de cultivo para evaluar la recuperacion de IFUs a las 48 hpi (IFN-R). Para el estrés inducido
por penicilina, este antibidtico se agregd en el momento de la infeccién y fue removido 24 hpi para evaluar la
recuperacion de progenie infecciosa a las 48 hpi (PEN-R). La cepa parental salvaje C. trachomatis LGV-L2 (L2 Wt) fue
incluida como control. B. Mutantes con menor produccién de progenie infecciosa (IFU/Input) en la recuperacion de la
persistencia inducida por IFNy o penicilina (puntos de color) comparadas con la cepa WT L2 (punto negro). C.
Iméagenes de inmunofluorescencia representativas para cada una de las cepas resultantes del screening y L2 Wt en
todas las condiciones analizadas. Se observa disminucién del tamafno de las inclusiones en el tratamiento con IFNy y
presencia de cuerpos aberrantes frente a la penicilina. E1 ADN fue tefiido con Hoechst (azul) y las bacterias con un
anticuerpo anti-Slc1 y un anticuerpo secundario anti-rabbit AlexaFluor 594 (rojo). Las imagenes fueron obtenidas por
microscopia de epifluorescencia.

El genoma de las mutantes que poseian el fenotipo de interés (defecto en la recuperacién) fue
secuenciado para identificar las mutaciones presentes (Tabla 1). El promedio de SNPs presentes
en este grupo de mutantes, al igual que en el resto de la coleccion, es de 8 por genoma. Un hallazgo
sorprendente fue que 5 de los 8 hits (M786, M783, M766, M123 y M111) presentaban mutaciones
en la familia de proteinas pleomérficas de membrana o Pmps. Posteriormente ademéas se sumo
otra mutante con una mutacion sin sentido en pmpB (M891). En C. trachomatis, esta familia
abarca 9 proteinas que son autotransportadores del sistema de secrecion tipo V'y se ha propuesto
que poseen un rol en adherencia y variacion antigénica (Becker and Hegemann, 2014). En la
presencia de penicilina, se inhibe el clivaje y secrecion del dominio pasajero de PmpD (Kiselev et
al., 2007). De interés, PmpE, PmpF, PmpG y PmpH son inmunodominantes y antigenos
candidatos para el desarrollo de una vacuna (Nunes et al., 2015). Las mutantes mencionadas
presentan mutaciones en 4 genes pmp: pmpA, pmpB, pmpCy pmpG; de manera simultanea con
otras mutaciones. Cabe destacar, M111 present6 una mutaciéon con pérdida de sentido o nonsense

(apariciéon de un codon stop prematuro) en pmpC.

Por otra parte, también resulta interesante la presencia de mutaciones en diferentes proteasas
en 3 de las mutantes (M891, M275 y M225). De estas mutantes inicamente M275 present6 una
mutacion nonsense (aparicion de un codon stop prematuro) en el gen codificante de la probable
proteasa Ptr. Esta proteasa putativa no ha sido caracterizada en Chlamydia. Una vez obtenidos
los genomas completos de estas mutantes se continu6 trabajando para obtener una asociacion

(linkage) genotipo-fenotipo que permitiera identificar genes importantes en persistencia.
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Coordenada Aminodcido Aminodcido
Mutante enel . Codén  Gen Descripcién Locus
en Referencia en Mutante
genoma
M786 (P1) 105,979 H Y 296 gpsA NAD(P)H-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase CTL0083
152,880 S E 853 alaS alanyl-tRNA synthetase CTLO0118
169,229 A T 362 murF  UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D- alanine ligase ~ CTL0125
730,137 P S 116 hypothetical protein CTL0614
742,561 148 hypothetical protein CTL0625
792,576 R ) 906 pmpA  polymorphic outer membrane protein CTL0669
830,622 533 omcB  60kD cysteine-rich outer membrane protein CTL0702
1,014,167 D N 50 rpoD RNA polymerase sigma factor CTL0879
M783 (P2) 190,790 413 aas long chain fatty acid--[acyl-carrier-protein] ligase CTLO0145
236,517 66 hypothetical protein CTL0186
421,985 62 rpmB 508S ribosomal protein L28 CTL0341
958,162 292 gspF general secretion pathway protein F CTL0833
128,454 \% 1 335 Na(+)-linked D-alanine glycine permease CTL0104
311,696 G R 52 pmpG  polymorphic outer membrane protein CTL0250
375,994 R K 150 hypothetical protein CTL0304
389,969 G S 300 hypothetical protein CTL0314
439,867 R C 95 hypothetical protein CTL0356
554,447 G D 739 leuS leucyl-tRNA synthetase CTL0461
663,081 G D 58 apB  V-type ATP synthase subunit B CTL0559
667,704 A \% 38 hypothetical protein CTL0564
872,252 Vv 1 113 oppC2  oligopeptide ABC transporter permease CTL0739
289,524 Intergénica
M766 (P3) 327,336 Intergénica
329,456 Intergénica
419,533 113 phosphatidylcholine-hydrolyzing phospholipase D (PLD) protein  CTL0339
505,611 Intergénica
570,600 Intergénica
723,272 Intergénica
795,625 S L 900 pmpB  polymorphic outer membrane protein CTL0670
M123 (P4) 82,465 188 psdD  phosphatidylserine decarboxylase CTL0068
336,012 51 ¢ydA cytochrome d ubiquinol oxidase subunit I CTL0268
377,367 340 hypothetical protein CTL0305
616,977 55 hypothetical protein CTL0518
678,123 N N 37 mpl] 508S ribosomal protein L10 CTL0569
732,033 259 hsC aspartate kinase CTL0616
765,887 T 1 175 hypothetical protein CTL0648
798,768 D N 140 pmpC  polymorphic outer membrane protein CTL0671
862,938 111 hypothetical protein CTL0729
871643 D N 316 9ppC2  oligopeptide ABC transporter permease CTL0739

Tabla 1. (Parte 1) Variantes de un nucleétido (SNVs) presentes en las cepas resultantes del screening
que no estaban presentes en la cepa parental C. trachomatis LGV-L2 resistente a rifampicina (RifR).
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Coordenada Aminodcido

Mutante enel en Aminodcido Codén Gen Descripcién Locus
genoma  Referencia en Mutante
M225 (P5) 91737 P N 141 chpX ATP-dependent protease ATP-binding subunit ClpX CTL0074
140053 P S 234 dmpP Na(+)-translocating NADH-quinone reductase subunit F CTLO0109
355318 N F 116 7plS 508 ribosomal protein L19 CTL0283
609944 G E 39 protein phosphatase 2C CTLO511
638353 F L 642 cpC ATP-dependent Clp protease CTL0538
648652 D N 133 hypothetical protein CTL0548
771256 353 dnakK molecular chaperone DnaK CTL0652
1032800 Intergénica
Mi111 (P7) 59991 Intergénica
94181 31 rig trigger factor CTL0076
119658 A \% 52 cation transporting ATPase CTL0096
208194 Intergénica
364375 40 hypothetical protein CTL0291
bifunctional 5,10-methylene-tetrahydrofolate dehydrogenase/
414928 P S 64 folD 5,10-methylene-tetrahydrofolate cyclohydrolase CTL0334
419583 P N 97 phosphatidylcholine-hydrolyzing phospholipase D (PLD) proteir CTL0339
537830 Intergénica
801411 Q * 1021 pmpC polymorphic outer membrane protein CTL0671
M784 (P8) 183714 99 hypothetical protein CTL0138
350350 N L 33 prfA peptide chain release factor 1 CTL0278
584275 P S 52 fabD malonyl-CoA-[acyl-carrier-protein] transacylase CTL0490
M275 (P9) 12648 A% I 335 recC exodeoxyribonuclease V gamma chain CTL0008
191773 G E 189 bioF 8-amino-7-oxononanoate synthase CTLO0146
222833 w * 801 ptr exported insulinase/protease CTL0175
324164 42 garC aspartyl/glutamyl-tRNA amidotransferase subunit C CTL0257
544104 A T 181 oppC oligopeptide transport system membrane permease CTL0452
925215 68 SpoU family rRNA methylase CTL0802
M891 26704 N F 94 putative exported lipoprotein CTL0019
68310 D N 335 conserved hypothetical protein CTL0055
117483 IL E 87 cell cycle protein CTL0095
210004 570 dnaG DNA primase CTL0162
239613 v I 424 glmS glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase CTL0188
249267 P N 256 metalloprotease-insulinase CTL0196
290266 P S 212 cpa putative exported protease CTL0233
333292 L F 39 horB lipid A biosynthesis lauroyl acyltransferase CTL0265
404263 148 ABC transport protein, membrane permease CTL0325
449515 I T 294 groEL chaperonin GroEL CTL0365
463556 G D 412 accC biotin carboxylase CTL0379
488132 P S 7 putative integral membrane protein CTL0402
628151 M 1 212 ngrB Na(+)-translocating NADH-quinone reductase subunit B CTL0530
672151 332 rpoC DNA-directed RNA polymerase beta-prime chain CTL0566
697349 R K 1026 uvrA excinuclease ABC subunit A CTL0587
744454 Intergénica
761991 A v 85 putative exported protein CTL0645
795772 N * 949 pmpB polymorphic outer membrane protein B CTL0670
808919 v I 39 putative inner membrane protein CTL0678
918089 A v 44 [pxA acyl-[acyl-carrier-protein]--UDP-N-acetylglucos amine O-acyltrat CTL0793
1010302 36 conserved hypothetical protein CTL0875
1014167 D N 50 rpoD RNA polymerase sigma factor CTL0879
1035397 S F 70 glmU glucosamine-1-phosphate acetyltransferase CTL0893

Tabla 1. (Parte 2) Variantes de un nucleétido (SNVs) presentes en las cepas resultantes del screening
que no estaban presentes en la cepa parental C. trachomatis LGV-L2 resistente a rifampicina (RifR).
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CAPITULO 2: Rol de Ptr/CTLo0175 en persistencia.

M275 es incapaz de recuperarse normalmente de la persistencia
inducida por IFNy

En primer lugar, se centr6 el analisis en la mutante M275, una cepa que presenta una
recuperacion defectuosa post-IFNy, mientras que se recupera normalmente luego del estrés
inducido por penicilina (Figura 8 B). Para determinar el efecto del tratamiento con IFNy en el
desarrollo de la inclusién, se midi6 el tamafio de la inclusiéon para las cepas L2 Wt y M275. En
ausencia de factores estresantes o en presencia continua de los mismos, L2 Wt y M275

desarrollaron inclusiones de tamafio similar. Curiosamente, después de la eliminacién de IFNy,

Mz275 mostroé inclusiones significativamente méas pequenas en comparacion con la cepa parental

(IFN-R) (Figura 9 Ay B).
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Figura 9. Inclusiones de la cepa M275 durante el tratamiento y la recuperacion del estrés inducido por
IFNYy. A. Imégenes de microscopia de fluorescencia de células HeLa infectadas con LGV-L2 (L2 wt, paneles superiores)
0 M275 (paneles inferiores) sin tratar (UT, 30 hpi), tratadas con IFNy (IFN, 24 hpi), o en la recuperacion de IFNy (IFN-
R, 48 hpi, 24 h post-adicion de triptéfano). Los inset resaltan las inclusiones representativas en condiciones UT e IFN.
Las inclusiones de C. trachomatis se marcaron con anti-Slc1 y un anticuerpo secundario anti-rabbit AlexaFluor 594
(rojo) y el ADN se tifié con Hoechst (azul). Las imégenes fueron obtenidas por microscopia de epifluorescencia. La
barra de escala representa 10 pm. B. Comparacién de tamafios de la inclusién (expresados en unidades arbitrarias, u.
a.) entre L2 (Workowski et al.) y M275 en diferentes condiciones segin se indica (UT, IFN o IFN-R). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (%, P <0,001) entre M275 y L2 Wt segtin lo determinado por ANOVA
de dos vias y post-test de Bonferroni (barra, media; drea sombreada, SEM, n = 3).

Luego se decidi6 extender el anilisis de la produccién de IFUs tras la recuperacion del estrés
inducido por IFNy y penicilina a tres puntos de tiempo diferentes: 48, 56 y 72 hpi,

correspondientes a 24, 32 y 48 h de recuperacion, respectivamente. En las condiciones sin
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tratamiento (UT) y recuperacion del estrés inducido por penicilina (PEN-R), M275 y la cepa
parental RifR generaron IFU/Input similares (Figura 10 A y C). Por el contrario, en la condicién
IFN R, M275 mostré una reduccion significativa en la generacion de IFUs en los tres tiempos
analizados (Figura 10B). Estos resultados confirman que M275 exhibe un defecto de recuperaciéon
especificamente en la persistencia inducida por IFNy, pero no por penicilina, indicando que C.

trachomatis emplea mecanismos diferentes para recuperarse de ambos estresores.

El defecto que se observo en la generacion de progenie infecciosa puede deberse a una falla en
la produccion de EBs por un problema en la diferenciacion de RB a EB y/o a un desperfecto en la
replicacion de ADN. A fin de analizar la produccién de EBs de manera directa se realizaron
experimentos de microscopia electrénica, lo cual permiti6 evaluar las caracteristicas
ultraestructurales de las formas de desarrollo que presenta C. trachomatis Wt y mutante en las
diferentes condiciones experimentales (UT y IFN-R). En la condicién no tratada, M275 no mostré
anomalias aparentes en comparaciéon con la cepa control (Figura 10 D). Sin embargo, esta
mutante present6 una reduccién significativa tanto en el ntimero absoluto de EB por inclusion
como en la relacion EB/RB al recuperarse del estrés inducido por IFNy (Figura 10 D y E). Para
determinar si la reduccién en las IFU y la relacion EB/RB observadas se asociaba a un defecto en
la replicacion del genoma durante la recuperacion del estrés, se utilizéo PCR cuantitativa en tiempo
real y se evalud la tasa de acumulacion del genoma. En comparacién con la cepa parental, M275
exhibi6 una acumulacién reducida de genomas durante la recuperacion del estrés inducido por
IFNy (Figura 10 F).

En conjunto, la cepa M275 posee un defecto en la recuperacion de la persistencia inducida por
IFNy. En esta condicion se observo un menor tamano de las inclusiones (Figura 9), acompanado
por una disminucion en la generacion de progenie infecciosa (Figuras 8 B y 10 B), una menor
transicion RB a EB (Figura 10 D y E), y una menor tasa de replicacion del genoma (Figura 10 F).
Estos resultados indican que alguna/s mutaciones presentes en la cepa M275 afecta a un/varios

gen/es que estan implicados en persistencia.

50



Resultados

A B C
uT IFN-R PEN-R
100 1000007 E= 48 HPI 10009 =3 48 HPI
10000 B 56 HPI 56 HP!
- - B 72HPI - B 72 HPI
= > > 1004
Q Q. 10004 Q
£ 10 = =
=) _
i T g 104
10+
1 \2)
& ¥
S W L o Lo L&
¥ S £ &
D E
IFN-R
200+ 34

-
[$))
o

L

S ® .
T #
S 1004 —4 3
= m
B L|J1-
@ s50- :
* I—_'_—l
G T J 1]
& \ s
& & & ¢

F
9,
g 30100 o
€ - M275
=
8 2.0x107 remocion
@
‘S 1.0x10%
(@)
O
Q& Q < <
0 S Xy O
@ f],b‘ b?) /\q/

Figura 10. Recuperacion defectuosa de M275 luego del estrés inducido por IFNy pero no por penicilina.
A. M275 no muestra diferencias significativas en la generaciéon de IFU/Input en comparacion con la cepa control (RifR)
en la condicion no tratada a 30 hpi (UT). B. M275 exhibe una generacion de IFUs disminuida después del estrés
inducido por IFNy (condicién IFN-R). Las células HeLa se trataron previamente con IFNy (15 ng/mL) durante 24 horas
y se infectaron con la cepa control o con M275. A las 24 hpi, se elimind el IFNYy, el medio se complement6 con triptéfano
(100 mg/L) y se incubaron hasta 48, 56 o 72 hpi para permitir la recuperaciéon. C. M275 genera progenie infecciosa a
niveles similares a la cepa control tras la recuperacion del estrés inducido por penicilina (PEN-R). Las células HeLa se
infectaron con la cepa M275 o RifR en presencia de penicilina (1 UI/mL). A las 24 hpi se elimin6 la penicilina, se agrego
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medio completo y se incubd hasta 48, 56 o 72 hpi para la recuperaciéon. D. Iméagenes representativas de microscopia
electrénica de transmisiéon (TEM) de las condiciones UT e IFN-R para M275 y la cepa control RifR. Los inset resaltan
imagenes representativas de particulas de C. trachomatis que muestran caracteristicas ultraestructurales tipicas de EB
(puntas de flecha) y RB (asteriscos). Las barras de escala representan 2 um. E. Cuantificaciéon de EBs/inclusion y
EBs/RB visualizados por TEM para la condiciéon IFN-R. Los valores representan la media + SEM de al menos tres
repeticiones. La significancia estadistica (A-E) se calcul6 mediante la prueba de t-Student. Las diferencias se
consideraron no significativas para P> 0.05 y significativas para * P <0.05, P <0.01, y # P <0.001. F. Las células HeLa
se trataron con IFNy durante 24 h y se infectaron RifR o con M275. A las 24 hpi, se elimin6 el IFNy y las células se
rellenaron con medio completo suplementado con triptéfano. El namero de copias del genoma se evalué mediante PCR
en tiempo real durante el tratamiento con IFNy y tras la recuperacion en los momentos indicados después de la
infeccion utilizando cebadores especificos para ompA (que codifica para la proteina mayor de membrana externa,
MOMP). Los puntos de datos representan la media de tres repeticiones.

Obtencion y analisis de recombinantes

La secuenciacion del genoma completo de M275 revel6 6 variantes de nucleétido inico (SNV)
en comparacion con la cepa parental RifR (Tabla 1, parte 2). Dos de ellas (G126A y C204T)
conducen a mutaciones sinénimas. Se predice que los SNV en los genes recC (C1003T), oppC
(G541A) y bioF (G566A) causan sustituciones de aminoacidos individuales y que el SNV ubicado
en el gen ptr (C2403T) causa un codon stop prematuro (W801 *) y, por lo tanto, es el que mas
probablemente altere la funcion de la proteina resultante. Con el fin de determinar qué
mutacion/es estd/n vinculadas al defecto de recuperacion de estrés observado para M275, se
generaron cepas recombinantes mediante la realizacion de coinfecciones entre M275 resistente a
rifampicina y una cepa L2 Wt resistente a la espectinomicina, seguida de la seleccion de
recombinantes resistentes a ambos antibidticos por medio de un ensayo de placa (Figura 11 A).
Un total de ~ 50 recombinantes fueron genotipificados mediante el ensayo TILLING (Till et al.,
2006; Kari et al., 2011) (Figura 5). Dos cepas recombinantes, rsg y rs17, albergaban un inico SNV
en oppC, y SNVs en oppC y recC, respectivamente, lo que lleva a sustituciones puntuales de
aminoacidos (Tabla 1, parte 2). Ambas recombinantes fueron utilizadas en ensayos de persistencia
y recuperacion y se compararon con M275 y RifR. En la condicién UT, la generacion de IFU para
ambas recombinantes fue similar a RifR, como se esperaba (Figura 11 B). A diferencia de M275,
que mostrd consistentemente una reduccion significativa en la generacion de IFU en los tres
puntos de tiempo analizados luego de la recuperacion del estrés inducido por IFNy, rs9 y rs17
produjeron niveles mas altos de IFU, similares a los observados para RifR (Figura 11 C). Estos
resultados sugieren que las mutaciones presentes en recC u oppC no influyen en la recuperacion

del estrés inducido por IFNy, dejando como genes candidatos a bioF'y ptr.
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Figura 11. El analisis de recombinantes permite descartar los SNVs en oppC y recC como mutaciones
causales. A. Células HeLa fueron coinfectadas con una cepa Wt resistente a espectinomicina y la cepa M275 resistente
a rifampicina, cada una con una MOI de 3 o 6 para aumentar las probabilidades de recombinacion. Se aislaron las
recombinantes doble-resistentes por ensayo de placa y se analizaron por TILLING para identificar la
presencia/ausencia de SNVs en ptr, bioF, oppC y recC. Las mutaciones fueron confirmadas por secuenciamiento de
Sanger. B. Las recombinantes analizadas no presentan diferencias en la generaciéon de progenie infecciosa comparadas
con la cepa parental en la condicién no tratada a las 30 hpi (UT). C. Las recombinantes que presentan SNVs solo en
oppC (rs9) o en oppCy recC (rs17) producen niveles mas altos de IFUs cuando se remueve el IFNy comparadas con
Ma27s. Las células HeLa fueron pre-tratadas con IFNy por 24 h e infectadas con las cepas indicadas. A las 24 hpi, el IFN
fue removido, el nuevo medio fue suplementado con Trp y las células incubadas hasta las 48, 56 o 72 hpi. La progenie
infecciosa se expresa en IFUs por Input (media + SEM, n=3). El analisis estadistico fue llevado a cabo por ANOVA de

2 vias y post-test Bonferroni (* P <0.05, # P <0.001, ns P>0.05).

La proteina Ptr no se expresa en M275

El analisis se centro, luego de descartar oppC'y recC, en las mutaciones candidatas restantes
presentes en M275: bioF y ptr. Se predice que bioF codifica una 7-ceto-8-aminoperlargonato
(KAPA) sintasa, que participaria en el primer paso de la ruta biosintética de la biotina al convertir
pimeloyl-CoA en KAPA (Fisher et al., 2012). El gen ptr corresponde al locus CTLo175 en C.
trachomatis LGV-L2 y codifica una putativa metaloproteasa dependiente de Zn2* atn no
caracterizada, con dominios peptidasa de la superfamilia M16 (Figura 12). El analisis de la
secuencia de aminoacidos predice que en el extremo N-terminal se localiza el dominio con
actividad proteasa, mientras que la region C-terminal es inactiva. Se postula que estos dominios

sostienen el sustrato como una abrazadera. Dado que el SNV presente en el gen ptr conduce a un
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codon stop prematuro, se consider6 como el candidato probablemente responsable de la
recuperacion alterada de M275 del estrés inducido por IFNy. Con el objetivo de evaluar la
expresion de la proteina Ptr en M275 y a lo largo del ciclo en L2 Wt se decidi6 obtener anticuerpos

contra esta proteasa.

500" 1000' 1500' 2000 2500’

T >
B [ [T [ peptidesa Mie M - [

Péptido Sefal  peptidasa_M16  Peptidasa_M16_C Peptidasa_M16_C
I )
Sitio Targetron 1| Sitio Targetron 2 Péptido inmunizacién Ww801*
Sitio Activo

Figura 12. Representacion esquematica del gen ptr/CTLo0175. Se indican los sitios de insercion TargeTron 1y
2, los distintos dominios codificados de la familia de peptidasas M16, la mutacion presente en M275 (W801%) y la region
codificante del péptido empleado para inmunizacion.

En primer lugar, se realiz6 el clonado de la secuencia completa del gen ptr unida, en el extremo
5°, a la secuencia del péptido His-tag en el vector pHis-parallel para expresar la proteina Ptr y
posteriormente utilizarla para inmunizar. Se ensayaron diferentes condiciones de induccion,
entre ellas: toda la noche a 18°C, IPTG 0,5 mM, o 3h a 37°C con concentraciones crecientes de
IPTG (datos no mostrados). En ninguna condiciéon se pudo obtener una buena inducciéon de
expresion de la proteina Ptr. Cuando se realiz6 un western blot con anticuerpos anti-HIS se
observo un perfil chorreado indicando que probablemente esta proteina se puede estar auto-
degradando (datos no mostrados). De igual manera, al intentar purificar Ptr en una columna de
niquel-agarosa eluyendo con concentraciones crecientes de imidazol no se pudo obtener una
fraccion enriquecida en la proteina de interés (109 kDa). El hecho de tratarse de una proteina de
alto peso molecular con actividad proteasa y que posiblemente esté localizada en el periplasma
(por su péptido senal) hacen que no sea sencillo purificarla. Posteriormente, se intent6 expresar
una porcion de Ptr desde la treonina 413 a la serina 952 excluyendo el péptido senal y el sitio
activo para evitar su posible localizacion periplasmatica y su degradacion. Luego de transformar
la cepa E. coli BL21 con el vector que contenia el segmento correspondiente del gen ptr se ensay6
la induccidén de la expresion de la proteina y se obtuvo una banda débil por western blot con un
anticuerpo anti-HIS; sin embargo, no fue posible observar una buena induccién en ninguna de
las condiciones testeadas, y no se detect6 un aumento de la banda de interés ni en la fraccion
soluble ni en la insoluble de la muestra inducida. Es decir, se clon6 el gen ptr completo o un

fragmento del mismo en un vector de expresion, pero en las condiciones testeadas no se pudo
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generar la cantidad de proteina necesaria para llevar a cabo la inmunizacion de animales para la

obtencién de antisueros.

Si bien es un objetivo que queda pendiente mejorar la expresiéon de Ptr para poder estudiar
esta proteasa in vitro, se decidi6 seleccionar un péptido dentro de su secuencia para poder generar
anticuerpos. El primer paso fue el diseno del péptido para ser utilizado en las inmunizaciones. Se
tuvo en cuenta que el mismo se ubicara antes del codon stop para poder detectar si se producia
una proteina trunca. Existen multiples aspectos a considerar en el disefo, entre ellos, si un
péptido es insoluble no es ideal para ser utilizado para la produccion de anticuerpos. Para
seleccionar un péptido cuya solubilidad en agua fuera buena se utiliz6 la herramienta PepCalc

(http://pepcalc.com). En general, los péptidos de ~4kDa son lo suficientemente largos como para

generar una respuesta inmune por si mismos, pero los més pequefios necesitan ser conjugados a
una molécula mas grande como la hemocianina de Megathura crenulata, también conocida como
hemocianina de lapa californiana (KLH), ovoalbimina o tiroglobulina para generar una buena
inmunizacién. La estrategia utilizada fue agregar una cisteina en el N-terminal del péptido y
utilizar su grupo tiol para conjugar el péptido a KLH. Ademas, se evaluaron positivamente los
parametros de antigenicidad de Kolaskar, hidrofilicidad de Parker, prediccion de giros beta,
accesibilidad a la superficie de Emini, flexibilidad de Karplus y posibilidad de epitope lineal

Bepipred mediante la herramienta “IEDB analysis resource” (http://tools.iedb.org/bcell/). En

cuanto al largo del péptido, se considera tipico un largo de 10-25 aminoacidos. Un péptido largo
aumentaria la inmunogenicidad, pero también las chances de reactividad cruzada. En base al
andlisis realizado, se seleccion6 un péptido de 15 aa. Idealmente, los anticuerpos generados deben
ser especificos para la proteina blanco y no presentar reactividad cruzada con otras proteinas. Sin
embargo, a partir de secuencias pequenas aleatorias es muy probable obtener hits en una
busqueda BLAST. En este caso, se intentd minimizar la similitud del péptido seleccionado con
secuencias de la clase Chlamydiia, de ratones y de humanos para evitar la reactividad cruzada.
Entonces, se obtuvo un anticuerpo policlonal contra un péptido sintético (GeneScript)
correspondiente a las posiciones de aminoacidos 746-760 en la secuencia de la proteina Ptr, que
se encuentra a 5 del codon stop predicho en M275 (Figura 12). Utilizando dicho anticuerpo en
ensayos de microscopia por inmunofluorescencia (Figura 13 A), se detect6 la marcacion de Ptr en
la cepa RifR, pero no en M275. La especificidad del anticuerpo anti-Ptr se confirmé6 por
incubacién con un exceso del péptido Ptr utilizado para las inmunizaciones, lo que condujo a una

reduccion marcada de la sefial de fluorescencia anti-Ptr (Figura 13 B).
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DNA Ptr Merge

DNA Ptr IncA Merge
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+ bloqueo con péptido

Figura 13. A. La proteasa putativa Ptr se expresa en la cepa RifR pero no en la mutante M275. Células
HeLa fueron infectadas con la cepa parental RifR o con la mutante M275 y a las 30 hpi fueron procesadas para
inmunofluorescencia. B. Para analizar la especificidad de la deteccion de la proteina Ptr, el suero anti-Ptr fue incubado
con el péptido utilizado para las inmunizaciones antes de la inmunofluorescencia. Se muestran imagenes
representativas de células HeLa infectadas con L2 Wt (24hpi) obtenidas por microscopia de fluorescencia confocal. Se
utilizaron anticuerpos anti-IncA y anticuerpos secundarios anti-rabbit marcados con Alexa Fluor 594 (rojo) para
marcar la membrana de la inclusién. La pre-incubacién de anti-Ptr con el péptido reduce marcadamente la deteccion
de Ptr en el lumen de la inclusién. A y B. El ADN fue tenido con Hoechst (azul). Ptr fue inmuno-marcado con suero
anti-Ptr seguido de un anticuerpo secundario anti-mouse marcado con Alexa Fluor 488 (verde). Las im4genes fueron
obtenidas por microscopia confocal. Barras de escala: 10 pm.

El analisis de recombinantes indicé que los genes ptr y/o bioF podrian estar relacionados al
fenotipo defectivo para persistencia observado en la mutante M275. Considerando que en dicha

cepa la mutacion detectada en ptr produce un codon stop prematuro que anula su expresion,
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mientras que la mutacién en bioF solo produce la sustitucion de un aminoacido, se decidi6 en
primer lugar obtener una mutante nula en ptr en un contexto génico Wt. Esto nos permitiria
evaluar el rol de ptr en la recuperacion de la persistencia inducida por IFNy de manera
independiente de bioF. Para llevar a cabo esta tarea se utilizo la tnica herramienta genética
disponible en ese momento, la mutagénesis sitio-dirigida por insercion de un intrén grupo II
(TargeTron, Sigma Aldrich) (Figura 36). En primer lugar, se seleccionaron los sitios posibles de
insercion mediante un algoritmo, considerando de manera positiva la cercania al extremo 5’ y un
alto score de efectividad. Con ese criterio fueron elegidos dos sitios putativos de insercion en ptr:
1) luego de la base 89 (3% del gen, score 6,83); 2) luego de la base 444 (15% del gen, score 7,78)
(Figura 12). Una vez elegidos esos sitios, el vector TargeTron adaptado para Chlamydia pDFTT3-
aadA (Lowden et al., 2015) fue modificado para dirigir el intrén a uno u otro sitio. Luego, C.
trachomatis L2 fue transformada con cada uno de los plasmidos y solamente se obtuvieron
transformantes que habian integrado el intrén en el sitio 2. Este intrén del grupo II presenta un
cassette de resistencia a espectinomicina que permitid la seleccion de las transformantes. La
interrupcién de la copia cromosémica de ptr en C. trachomatis LGV-L2 ptr::GII (L2 ptr::GII) se

confirmé mediante reacciones de PCR y secuenciamiento (Figuras 14, 15).
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Cebadores: Ptr2R, Universal Ptr2F, Universal Ptr2R, RBP436 Ptr2F, RBP468 aadAF, aadAR Ptr2F, Ptr2R

Figura 14. Confirmacion de la disrupcion de ptr mediante PCR. A. Representacion esquematica de las
reacciones de PCR llevadas a cabo utilizando los pares de cebadores indicados. Las combinaciones se indican mediante
nimeros entre paréntesis. Las secuencias de los primers se indican en la seccién Materiales y Métodos. B. Las bandas
amplificadas obtenidas son: PCR 1, 366 pb que indican una insercion sense; PCR 2, un producto de 400 pb indicaria
insercion anti-sense; PCR 3, 600 pb indican insercion sense; PCR 4, 251 pb indican insercion sense; PCR 5, 1200 pb
que amplifican el cassette de resistencia indicando la deteccion del intrén sin importar la orientacion del mismo; PCR
6, 394 pb para la copia Wt del gen y 2600 pb si ocurri6 la inserciéon. Los nimeros de cada PCR estan indicados en la
parte superior derecha del gel. El ADN utilizado como templado se indica en la parte superior de cada carril. Las
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combinaciones de cebadores utilizadas en cada PCR se detallan debajo de cada gel. Las bandas correspondientes al
marcador de peso molecular se indican a la izquierda (1, 2, 3, 4 y 5) y derecha (6).

A (2830 .. 2854) Ptr2F

(1135 .. 1159) aadAR (2406 .. 2438) aadAF
(636 .. 663) EBS UNIVERSAI (1869 .. 1888) MEP2
(249 .. 268) Ptr2R (1723 .. 1742) MEP1

10007 20007 = 30007 20007 50007

Group II intron BASES 445-2871 CTLO175

BASES 1-444 CTLO175

aadA

B

CGGAGCCGCTTTAGTTGTCAAAACAGGAAATAATGCAGATCCTGTCGAATTCCCAGGCTTAGCCCATTTTACAGAACACTGTGTGTTCCT
CGGGAATGAAAAATATCCCGAGCCCTCAGGATTTCCTGCCTTCCTAAGCACACATGGGGGTATCTATAACGCATTTACTTACCCAGATAA
AACCTGCTTCCTATTCGTGCGCCCAGATAGGGTGTTAAGTCAAGTAGTTTAAGGTACTACTCTGTAAGATAACACAGAAAACAGCCAACC
TAACCGAAAAGCGAAAGCTGATACGGGAACAGAGCACGGTTGGAAAGCGATGAGTTACCTAAAGACAATCGGGTACGACTGAGTCGCAAT
GTTAATCAGATATAAGGTATAAGTTGTGETTACTGAACGCAAGTTICTAATTICGGTTAAGCATCGATAGAGGAAAGTGTCTGAAACCTC
TAGTACAAAGAAAGGTAAGTTAGAGAATAGGACTTATCTGTTATCACCACATTTGTACAATCTGTAGGAGAACCTATGGGAACGAAACGA
AAGCGATGCCGAGAATCTGAATTTACCAAGACTTAACACTAACTGGGGATACCCTAAACAAGAATGCCTAATAGAAAGGAGGAAAAAGGC
TATAGCACTAGAGCTTGAAAATCTTGCAAGGGTACGGAGTACTCGTAGTAGTCTGAGAAGGGTAACGCCCTTTACATGGCAAAGGGGTAC
AGTTATTGTGTACTAAAATTAAAAATTGATTAGGGAGGAAAACCTCAAAATGAAACCAACAATGGCAATTTTAGAAAGAATCAGTAAARA
TTCACAAGAAAATATAGACGAAGTTTTTACAAGACTTTATCGTTATCTTTTACGTCCAGATATTTATTACGTGGCCHEEEEIIGCCTGAT
EATGEEHEEAGA CCGAAACCT TGCGCTCGTTCGCCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCA
CACCGTGGARACGGATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGT TCGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCA
ACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGT TTTTTTGGGGTACAGT
CTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGT TTGATGT TATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCA
GTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGC
GCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGG
TTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCECAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGA
TTCTCCGCGCTGTAGARGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAAT
ECCRC ARG GCAGGTATC TTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATA
GCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGRAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGC
TATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAA
TCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGARGCTAGACAGGCTTATC
TTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGARAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCG
GCARATAATGTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGCGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGETC
ACAGCCAAACTATCAGGCCCGGGACGCETTGGGAAATGGCAATGATAGCGAAACAACGTARAACTCTTGTTGTATGCTTTCATTGTCATC
GTCACGTGATTCATAAACACAAGTGAATGTCGACAGTGAATTTTTACGAACGAACAATAACAGAGCCGTATACTCCGAGAGGGGTACGTA
CGGTTCCCGAAGAGGGTGGTGCAAACCAGTCACAGTAATGTGAACAAGGCGGTACCTCCCTACTTCACTCCGTAAACAATGCAGATTTAG
ATAATGCTCTGGATCAGTTTGTACATCTCTTTATCCAACCTCTCTTCCGCCAAGAAGATTTAAACAAAGAAGTTCATGCTGTTGAGCAAG

AATTTGCGATGCATCCAACTARAGATTCTCGTCGTATGCATCGTATTCAACAACTTATAGC RSNV VASIels
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Figura 15. Confirmacion del sitio de inserciéon del intron tipo II por secuenciamiento. A. Representacion
esquematica del sitio de insercién en el gen ptr (también denominado ctlo175 en C. trachomatis LGV-L2) indicando
los cebadores utilizados para secuenciar. B. Secuencia del sitio de insercion del intrén en la cepa L2 ptr::GIL. Los
primers utilizados estan resaltados: Ptr2F, negro; Ptr2R, amarillo; aadA_R, rosado; aadA_F, gris oscuro; EBS
Universal, verde; MEP1, celeste; MEP2, rojo. El cassette de resistencia a espectinomicina y la secuencia de ptr estan
escritos en rojo y azul respectivamente. La secuencia del intrén grupo II esté indicada en negrita.

Complementacion de la expresion de Ptr

Para poder llevar a cabo estudios de complementacion génica el gen ptr fue clonado en dos
vectores de expresion en C. trachomatis: pBOMB4R-MCI, bajo el promotor de la subunidad 3 de
la ARN polimerasa (rpoB) que se expresa durante todo el ciclo de desarrollo y pBOMB4-MCI
incluyendo 192 pares de bases previos al gen para permitir su expresion bajo el promotor nativo.
Las transformantes aisladas en el primer caso fueron capaces de llevar a cabo un ciclo normal en
presencia o ausencia de penicilina, que es el antibidtico de seleccidon para estos vectores. Sin
embargo, L2 ptr::GII transformada con pBOMB4-MCI-192ptr present6 un defecto de crecimiento
frente a la penicilina luego de numerosos pasos de purificacién mediante ensayos de placa y
diluciones limitantes. Constantemente se observaba la presencia de cuerpos aberrantes en
algunas inclusiones indicando que probablemente estas bacterias perdian el plasmido (datos no
mostrados). Por ende, al no obtener una poblacién homogénea no se pudo analizar la expresion
de ptrbajo su propio promotor. Se logré la complementacion de la expresion de Ptr al transformar
la cepa L2 ptr::GII con el vector pPBOMB4R-ptrF (L2 ptr::GII PTR-F). La cepa obtenida expresa
Ptr fusionada a un epitope FLAG bajo el promotor de rpoB. Como control de sobre-expresion de

Ptr, se transform6 L2 Wt con el mismo plasmido obteniendo la cepa L2 PTR-F.

La proteina Ptr no se expresa en L2 ptr::GII mientras que si lo hace
luego de transformar esta cepa con el vector pBOMB4R-ptrF

Se analiz6 la expresion de la proteina Ptr en las diferentes cepas mediante microscopia de
inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-Ptr producidos como se describi6. La marcacion de
Ptr fue detectada en la inclusion de L2 Wt, L2 PTR-F y L2 ptr::GII PTR-F, pero no en L2 ptr::GII,
como era esperable (Figura 16 A). También se verifico que las cepas transformadas con
pBOMB4R-ptrF expresan Ptr fusionada al epitope FLAG, tanto por inmunofluorescencia como
por western blot con anticuerpos anti-FLAG (Figura 16 B). A pesar de maultiples intentos, los

anticuerpos anti-Ptr no fueron ttiles en ensayos de western blot.
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Figura 16. La inactivacion por insercién del gen ptr anula la expresion de la proteina Ptr mientras que
las cepas transformadas con pBOMB-ptrF expresan Ptr-FLAG. A. Imagenes representativas de microscopia
confocal de células HeLa infectadas con las cepas indicadas a 30 hpi. La expresion de Ptr (verde) se observo en la cepa
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salvaje (L2 Wt, niveles endogenos), L2 que sobre-expresa Ptr unido al epitope FLAG (L2 PTR-F) y L2 ptr knock-out
que expresa Ptr unido al epitope FLAG (L2 ptr::GII PTR-F) pero no en L2 ptr knock-out (L2 ptr::GII). Para la deteccién
de Ptr se utilizaron anticuerpos anti-Ptr y anticuerpos secundarios anti-mouse marcados con Alexa Fluor 488. Las
bacterias transformadas con el plasmido pBOMB-ptrF expresan mCherry (rojo). E1 ADN se tinidé con Hoechst (azul).
Barras de escala, 10 um. B. Panel izquierdo: imagenes representativas de microscopia confocal de células HeLa
infectadas con las cepas indicadas a 30 hpi. Ptr unido al epitope FLAG (verde) y mCherry (rojo) resaltan las inclusiones
solo en células infectadas con las cepas L2 PTR-F y L2 ptr::GII PTR-F. Para la deteccion de Ptr-FLAG se utilizaron
anticuerpos anti-FLAG M2 y anticuerpos secundarios anti-mouse marcados con Alexa Fluor 488. Las bacterias
transformadas con el plasmido pBOMB-ptrF expresan mCherry (rojo). El ADN se tifié con Hoechst (azul). Barras de
escala, 10 um. Panel derecho: un western blot con anticuerpos anti-FLAG M2 (FLAG) confirma la expresién de Ptr
marcado con el epitope FLAG de un tamafio de ~ 109 kDa en extractos de proteinas totales obtenidos de células HeLa
infectadas con L2 PTR-F o L2 ptr::GII PTR-F. Para el control de carga, se usaron anticuerpos anti-MOMP (MOMP).

El defecto en la recuperacion del estrés inducido por IFNy esta
asociado a la falta de expresion de la proteina Ptr

En ausencia de factores estresantes, las cepas que expresaban o no la proteina Ptr generaron
niveles similares de IFU (Figura 18 A) y mostraron una cinética de crecimiento analoga en una
curva de crecimiento (Figura 17) en comparacién con la cepa Wt. Esto indica que el gen ptr es
prescindible para el desarrollo del ciclo productivo in vitro y que la sobre-expresion de Ptr unida

a un epitope FLAG no es perjudicial para el desarrollo de C. trachomatis.

La cepa mutante L2 ptr::GII se vio afectada en la recuperaciéon del estrés inducido por IFNy
pero no por penicilina (Figura 18 B y C), reproduciendo el fenotipo observado para M275 (Figura
10). Es importante destacar que durante la condicidon de recuperaciéon del estrés inducido por
IFNy, L2 ptr::GII transformada con el plasmido pBOMB-ptrF produjo significativamente mas
progenie infecciosa (IFUs) que L2 ptr::GII y niveles similares de IFUs en comparacion con las
cepas control L2 Wt y L2 PTR-F (Figura 18 B), lo que indica que la expresion ectopica de Ptr
rescat6 la capacidad de reactivarse después de la persistencia inducida por IFNy en la cepa
knockout para ptr. No se pudo realizar una evaluaciéon similar de la recuperacion del estrés
inducido por la penicilina para cepas transformadas con el vector pBOMB-ptrF, porque este
plasmido confiere resistencia a penicilina y, por lo tanto, las cepas transformadas no se vieron

afectadas por ese beta-lactamico (Figura 18 C).

El analisis ultraestructural por microscopia electrénica indic6 que en la condicion no tratada,
L2 ptr::GII no presenta alteraciones aparentes en comparaciéon con la cepa complementada (L2
ptr::GII PTR-F) y L2 Wt (Figura 18 D). Sin embargo, durante la recuperacion del estrés inducido
por IFNy, las inclusiones L2 ptr::GII contenian significativamente menos EBs y una relaciéon

EB/RB reducida (Figura 18 E), reproduciendo el fenotipo de la cepa mutante M275 original
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(Figura 10 E). Es importante destacar que esta disminucién en los ntimeros de EB totales y en la

relacion EB/RB fue rescatada en la cepa complementada (Figura 18 Dy E).

A continuacion, se determin6 si la reduccion en la generacion de IFU y la relacion EB/RB
observada en L2 ptr::GII se asociaba con defectos en la replicacion del genoma durante la
recuperacion del estrés inducido por IFNy. Se evalu6 la tasa de acumulacion del genoma (Figura
18 F) y se encontr6 que, en presencia de IFNy, todas las cepas mostraron una reduccién marcada
en la replicacion del genoma. Tras la eliminacion de IFNy, L2 ptr::GII mostr6 una acumulacion
reducida de genoma en comparacion con L2 Wt. Es destacable que la cepa complementada (L2
ptr::GII PTR-F) restablecio las tasas de acumulacion del genoma a los niveles observados para el
control L2. En conjunto, estos hallazgos proporcionan una confirmaciéon genética de que la
pérdida de la expresion de Ptr se asocia con una recuperacion deteriorada del estrés inducido por
el IFNy.

100000 =
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S 1004
2 104
= 14
o 0.1+
e et L2 Wt
0,001+ w2 ptr::GlI
0.00014 L2 PTR-F
’ whe=| 2 ptr::Gll PTR-F
1 | | | T | |
Q © ,»Q q'b‘ ,,_’Q v‘}

Tiempo (hpi)

Figura 17. Curva de crecimiento que muestra que las cepas L2 PTR-F, L2 ptr::GII y L2 ptr::GII PTR-F
presentan una cinética de crecimiento similar a la cepa parental L2 Wt. Células HeLa fueron infectadas con
las cepas indicadas. A las 6, 20, 24, 30 y 42 hpi se colectaron las bacterias por lisis osmoética y se infecté una monocapa
fresca de células HeLa para contar el namero de inclusiones. Las inclusiones fueron marcadas con anticuerpos anti-
Slc1 y enumeradas para determinar IFUs/Input. Los valores representan la media + 95% IC.
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Figura 18. La inactivacion por insercion del gen ptr conduce a una recuperacion deteriorada del estrés
inducido por IFNy. A. Las cepas knock-out para ptr (L2 ptr::GII), L2 transformada con el vector pPBOMB-ptrF, que
expresa los niveles endégenos de Ptr sumados a la expresion de Ptr marcada con un epitope FLAG, (L2 PTR-F), y L2
ptr::GII transformada con el plasmido pBOMB -ptrF que expresa Ptr marcada con un epitope FLAG (L2 ptr::GII PTR-
F), muestran niveles similares de generacién de progenie infecciosa en comparacion con C. trachomatis L2 de tipo
salvaje (L2 Wt) en la condicién no tratada (UT). El nimero de bacterias infecciosas se cuantificé a las 30 hpi y se
normalizé por el Input (media + SEM, n = 3, t-Student). B. La cepa L2 ptr::GII exhibe una generacion disminuida de
progenie infecciosa al recuperarse del estrés inducido por IFNy (IFN-R), mientras que este fenotipo se rescata mediante
la expresion de Ptr desde un vector plasmidico (cepa L2 ptr::GII PTR-F). Las células HeLa se trataron previamente con
IFNYy (15 ng/mL) durante 24 horas y se infectaron con las cepas indicadas. A las 24 hpi, se elimind el IFNy, las células
se complementaron con triptoéfano (100 mg/L) y se evalud la recuperacion. La progenie infecciosa se cuantifico a las
48, 56 y 72 hpi y se normaliz6 por Input (media + SEM). El analisis estadistico se realizé mediante la prueba t-Student
(n=3;*P <0.05, ** P <0.01, P <0.001). C. La cepa mutante L2 ptr::GII produce progenie infecciosa a niveles similares
a L2 Wt al recuperarse del estrés inducido por penicilina (PEN-R). Las células HeLa se infectaron con las cepas
indicadas y se suplementaron con penicilina (1 UI/mL) en el momento de la infeccion. A las 24 hpi se eliminé la
penicilina, se adicioné medio completo y se incubaron hasta 48, 56 o 72 hpi para analizar la recuperacién. Dado que el
vector pBOMB-ptrF confiere resistencia a penicilina, la adicién de esta droga no afecta a las cepas L2 PTR-F y L2
ptr::GII PTR-F. En todos los casos, la progenie infecciosa se normalizé por Input (media + SEM, n = 3). El analisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba t-Student (no significativa (ns), p> 0,05). D. Imagenes de microscopia
electronica (TEM) representativas de las condiciones no tratadas (UT, 30 hpi) y de IFN-R (48 hpi) para las células HeLa
infectadas con las cepas L2 Wt, L2 ptr::GII y L2 ptr::GII PTR-F. Los insets resaltan las particulas de C. trachomatis que
muestran caracteristicas ultraestructurales tipicas de EB y RB. Las barras de escala representan 2 um. E. Cuantificacion
de EB/inclusion y EB/RB visualizados por TEM durante la condicién IFN-R. Los valores representan la media + SEM
de al menos tres repeticiones. La significancia estadistica se calculé mediante la prueba t-Student (¥ P <0.01y % P
<0.001). F. Las células HeLa se trataron con IFNy durante 24 h y se infectaron con las cepas L2 Wt, L2 ptr::GII o L2
ptr::GII PTR-F. Para la condicion de recuperacion, se eliminé el IFNy a las 24 hpi y se adicion6 medio completo
suplementado con tript6fano. Para la condicién de no recuperaciéon (NR), el IFNy estuvo presente continuamente
durante la infeccion. El namero de copias del genoma se evalué mediante PCR en tiempo real durante el tratamiento
con IFNy y tras la recuperacién en los momentos indicados post-infeccion utilizando cebadores especificos para ompA.
Los puntos de datos representan la media de tres repeticiones.

La proteina Ptr se expresa a lo largo del ciclo de desarrollo de C.
trachomatis

Se evalud la expresion de la proteina Ptr por inmunofluorescencia en diferentes etapas durante
el ciclo de desarrollo en células HeLa infectadas con C. trachomatis LGV-L2. El ciclo completo en
esta serovariedad demora 48 h. La expresion de Ptr enddgena se detecto a las 18, 24 y 30 hpi, y
apenas se detect6 a las 48 hpi, lo que sugiere que en las dltimas etapas del ciclo de desarrollo la
expresion de esta proteina disminuye (Figura 19 A). Ademaés, se determind que Ptr se expresa
durante el estrés inducido por IFNy y en la recuperacion (Figura 19 B). No fue posible realizar una
cuantificacion de los niveles proteicos a lo largo del tiempo debido a que el anticuerpo anti-Ptr
obtenido no funciond en ensayos de western blot. Andlogamente, Ptr se expresa a lo largo del ciclo
y durante la persistencia inducida por IFNy y la reactivacion en C. trachomatis serovar E (Figura
20). En esta cepa las etapas de desarrollo ocurren a tiempos mas tardios que en la cepa de

referencia L2 (Miyairi et al., 2006). Sin embargo, en los tiempos analizados se encontr6 un patrén
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similar de expresion, lo que sugiere que Ptr podria tener un rol similar en persistencia en esta

serovariedad urogenital.

A

ADN Ptr IncA Merge

30 HPI 24 HPI 18 HPI

48 HPI

24 HPI (IFN)

48 HPI (IFN-R)

Figura 19. Expresion de la proteina Ptr en C. trachomatis LGV-L2. A. Imigenes representativas de
inmunofluorescencia de células HeLa infectadas con L2 Wt a 18-24-30-48 hpi. B. Imégenes representativas de
inmunofluorescencia de células HeLa infectadas con L2 Wt 24 hpi durante el tratamiento con IFNy y en la recuperacion
de la persistencia inducida por esta citoquina (48 hpi, IFN-R). A y B. Para la deteccién de Ptr (verde) se utilizaron
anticuerpos anti-Ptr y anticuerpos secundarios anti-mouse marcados con Alexa Fluor 488; mientras que para la
deteccion de IncA (rojo) se utilizaron anticuerpos anti-IncA y anticuerpos secundarios anti-rabbit marcados con Alexa
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Fluor 594. E1 ADN fue tenido con Hoechst (azul). Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia confocal. Barras
de escala, 1opm.

Figura 20. Expresion de la proteina Ptr en C. trachomatis serovar E. Imigenes representativas de
inmunofluorescencia de células HeLa infectadas con C. trachomatis serovar E Wt a las 18-24-30-48 hpi sin tratamiento,
24 hpi durante el tratamiento con IFNy (+ IFN) y en la recuperacion de la persistencia (48 hpi, IFN R). Para la deteccion
de Ptr (verde) se utilizaron anticuerpos anti-Ptr y anticuerpos secundarios anti-mouse marcados con Alexa Fluor 488;
mientras que para la deteccion de IncA (rojo) se utilizaron anticuerpos anti-IncA y anticuerpos secundarios anti-rabbit
marcados con Alexa Fluor 594. El ADN fue tefiido con Hoechst (azul). Las imagenes fueron obtenidas mediante
microscopia confocal. Barras de escala, 10pm.

Por microscopia de inmunofluorescencia, las células HeLa infectadas con la cepa
complementada L2 ptr::GII PTR-F presentan una localizaciéon de la proteina Ptr, marcada con
anticuerpos anti-FLAG, en las bacterias y en el espacio intraluminal dentro de las inclusiones
(Figura 21 A). La inmuno-tincion de Ptr con anticuerpos anti-Ptr reflejo el patron de localizacion
observado con el anticuerpo anti-FLAG, tanto a nivel de expresion ectopica como endogena
(Figura 21 B y 21 C), enfatizando la especificidad de los anticuerpos anti-Ptr. En general, la
inmuno-tincion sugiere que Ptr esta presente dentro de las inclusiones tanto dentro como fuera
de las células bacterianas. La proteina Ptr contiene un péptido sefial putativo para la secrecion

dependiente de Sec, lo que indica que esta proteina podria ser secretada al lumen de inclusion.
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Figura 21. El patrén de localizacion de la proteina Ptr en la inclusion sugiere que la misma es secretada.
A. Panel superior: imagen representativa de inmunofluorescencia de células HeLa infectadas con la cepa
complementada L2 ptr::GII PTR-F a 30 hpi. Las lineas a mano alzada que cruzan la inclusion fueron seleccionadas, de
manera arbitraria, como areas de interés (ROIs 1y 2). Para la deteccion de Pir-FLAG (verde) se utilizaron anticuerpos
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anti-FLAG M2 y anticuerpos secundarios anti-mouse marcados con Alexa Fluor 488. La cepa L2 ptr::GII PTR-F expresa
constitutivamente mCherry (rojo). Panel inferior: Perfiles de intensidad multicanal que corresponden a las ROIs
indicadas muestran la fluorescencia en unidades arbitrarias (u. a.) correspondiente al canal verde (Ptr unida al epitope
FLAG) y al rojo (bacteria que expresa mCherry). B. Panel superior: imagen representativa de inmunofluorescencia
de células HeLa infectadas con la cepa L2 PTR-F a 30 hpi. Se indican ROIs 1y 2. Para la deteccion de Ptr (verde) se
utilizaron anticuerpos anti-Ptr y anticuerpos secundarios anti-mouse marcados con Alexa Fluor 488. La cepa L2 PTR-
F expresa constitutivamente mCherry (rojo). Panel inferior: Perfiles de intensidad multicanal que corresponden a
las ROIs indicadas muestran la fluorescencia correspondiente al canal verde (Ptr unida al epitope FLAG y Ptr end6gena)
y al rojo (bacteria que expresa mCherry). C. Panel superior: imagen representativa de inmunofluorescencia de
células HeLa infectadas con la cepa L2 mCherry a 30 hpi. Se indica ROI 1. Para la deteccion de Ptr (verde) se utilizaron
anticuerpos anti-Ptr y anticuerpos secundarios anti-mouse marcados con Alexa Fluor 488. La cepa L2 mCherry expresa
constitutivamente mCherry (rojo). Panel inferior: Perfiles de intensidad multicanal que corresponden a la ROI
indicada muestran la fluorescencia del canal verde (Ptr endégena) y rojo (bacteria que expresa mCherry). Las bacterias
expresan constitutivamente mCherry debido a los plasmidos pBOMB-ptrF (A, B) o p2TK2-SW2-mCherry (C). A-C.
La fluorescencia debida tanto a Ptr-FLAG como a Ptr endégena marca la bacteria (flechas azules) pero también areas
del espacio intraluminal de la inclusién fuera de las clamidias (flechas rojas). D. Panel superior: Como control de
secrecion al lumen de la inclusion, células HeLa fueron infectadas con la cepa L2 transformada con un plasmido que
permite la expresion de CT143-HA, fijadas a las 30 hpi y marcadas con anti-HA y anti-MOMP seguidos de anti-rabbit
Alexa Fluor 488 y anti-mouse Alexa Fluor 594, respectivamente. La proteina CT143 muestra el patrén intra-inclusion
reportado previamente (da Cunha et al., 2017). Se indica la ROI 1. Panel inferior: Perfiles de intensidad multicanal
que corresponden a la ROI indicada muestran la fluorescencia del canal verde (CT143-HA) y rojo (MOMP). Las flechas
rojas indican la localizaci6on de CT143 fuera de las bacterias, las flechas azules indican tincién para CT143-HA rodeada
de senal de MOMP. A-D. El ADN fue tefiido con Hoechst. Se muestran imagenes obtenidas por microscopia confocal,
las barras de escala representan 10pm.

Se ha informado anteriormente que otras proteasas de Chlamydia como HtrA, Tsp y CPAF se
secretan y se localizan en vesiculas libres de bacteria dentro del lumen de las inclusiones (Zhong,
2011). Ademas, también se ha informado que otras proteinas de Chlamydia como Pls1 y Pls2
(Jorgensen and Valdivia, 2008) y los sustratos del sistema de secrecion tipo III CT142, CT143 y
CT144 (da Cunha et al., 2017) se localizan fuera de las células bacterianas pero dentro del lumen
de inclusion. Para determinar si Ptr co-localizaba con alguna de las proteinas secretadas intra-
inclusion descriptas previamente, se transform6 un plasmido que expresaba CT143 fusionado al
epitope HA (pCT143-2HA) (da Cunha et al., 2017) en C. trachomatis L2 y se evalu6 la localizacién
subcelular de las proteinas CT143 y Ptr mediante microscopia de inmunofluorescencia. La
localizacion de CT143 en C. trachomatis L2 transformada con pCT143-2HA reprodujo el patrén
de localizacion intraluminal informado previamente (Figura 21 D) (da Cunha et al., 2017).
Curiosamente, CT143-2HA y Ptr co-localizan parcialmente en particulas extra bacterianas dentro
de la inclusiéon (Figura 22 A). El procesamiento de las imagenes de microscopia confocal para
visualizar la distribucion de la proteina de interés en tres dimensiones (renderizado) apoya la
observacion de que se puede encontrar Ptr estrechamente asociado a las estructuras positivas de

CT143 en el lumen de inclusion. Se puede visualizar el renderizado correspondiente a la inclusion
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de la figura 22 A en https://drive.google.com/drive/folders/1UYoObdQtiCBxOUgujFYyjQHFpSI

aXoSU?usp=sharing o utilizando el siguiente co6digo QR:

Para confirmar de forma independiente la secreciéon de Ptr, se realiz6 el fraccionamiento de
células HeLa infectadas con cepas que expresan Pir-FLAG para separar células bacterianas
(sedimento) del lisado de la célula hospedadora (sobrenadante). Como se observa en la Figura 22
B, mediante analisis de western blot, la proteina mayor de membrana externa de Chlamydia,
MOMP, solo se detecto en los sedimentos bacterianos, mientras que Ptr-FLAG se detect6 tanto en

los sedimentos bacterianos como en los sobrenadantes (Figura 22 B).

En general, estos resultados nos llevan a postular que una parte significativa de Ptr se libera

de las células de Chlamydia y se localiza en particulas extra bacterianas dentro del lumen de

inclusién.
B
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Figura 22. A. Las proteinas Ptr y CT143 co-localizan en estructuras globulares dentro del lumen de la
inclusién. Panel izquierdo: Imagen de inmunofluorescencia de células HeLa infectadas por 30 horas con la cepa
L2 CT143-HA. Para la deteccion de Ptr (verde) se utilizaron anticuerpos anti-Ptr y anticuerpos secundarios anti-mouse
marcados con Alexa Fluor 488 y para la deteccion de CT143-HA (rojo) se utilizaron anticuerpos anti-HA y anticuerpos
secundarios anti-rabbit marcados con Alexa Fluor 594. Se muestra una seccion del plano z. El inset resalta estructuras
globulares donde estas proteinas co-localizan (puntas de flecha). Panel derecho: Perfiles de intensidad multicanal
que corresponden a la ROI indicada muestran la fluorescencia en unidades arbitrarias del canal rojo (CT143-HA) y
verde (Ptr). Las flechas azules indican estructuras de co-localizaciéon. La barra de escala representa 5um. B. La
proteina Ptr es secretada. Fraccionamiento crudo del precipitado bacteriano (P) y el sobrenadante del lisado de las
células hospedadoras (SN). Las células HeLa fueron infectadas con las cepas L2 PTR-F o L2 ptr::GII PTR-F y lisadas
por lisis osmética 30 hpi. Se realizé un western blot con el precipitado bacteriano y el sobrenadante con anticuerpos
anti-FLAG (PTR-FLAG) y anti-MOMP (MOMP).
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Importancia de la actividad proteasa de la proteina Ptr en
persistencia

El gen ptr codifica una proteasa secretada no caracterizada, que comparte una identidad del
23% con la proteasa I1I dependiente de zinc de E. coli K-12 (Pitrilisina, una enzima periplasmica
que degrada péptidos pequenos). La proteina Ptr pertenece a la familia de las peptidasas M16 e
incluye un motivo conservado entre los aminoacidos 105-109 (H-X-X-E-H) en la seccion N-
terminal involucrado en la actividad enzimética en Pitrilisina. Las histidinas coordinan el zinc y
el glutamato esta involucrado en la actividad catalitica (Becker and Roth, 1992). Sera interesante
a continuacién determinar la relevancia de cada uno de estos residuos en el papel de Ptr frente a
la persistencia para confirmar la importancia de su actividad proteasa. Como un primer abordaje
se investigo6 si el sitio activo predicho estaba mutado en alguna de las mutantes de la coleccion
que se utiliz6 en el screening. En la coleccion estan presentes, ademas de la mutacion con pérdida
de sentido en M275, 26 mutaciones en ptr: 9 mutaciones sinénimas que no generan cambios en
el aminoacido codificado, 6 que generan un cambio de aminoacido por otro con caracteristicas
quimicas similares y 11 que cambian el aminoécido por otro distinto (Figura 23). Se planted la
como hipdtesis que todas estas mutaciones presentes en la coleccion no afectan la funcion de Ptr
involucrada en la recuperacion de la persistencia, ya que las mutantes que las poseen fueron
capaces de recuperarse a niveles similares a la cepa Wt, excepto por M275. Es relevante resaltar
que no se encuentra ninguna mutacion en el sitio activo predicho. Este analisis sugiere que la

actividad proteasa de Ptr podria ser importante para la recuperacion del estrés inducido por IFNy.
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Figura 23: Mutaciones presentes en ptr en la coleccion de mutantes utilizada en el screening. Se indica
la ubicacion de cada mutacién con un cédigo de color: fucsia (mutacién con pérdida de sentido o “nonsense”), gris
(mutaciones que no generan cambios en el aminoacido codificado o “sinénimas”), rojo (mutaciones que generan un
cambio de aminoacido por otro con caracteristicas quimicas similares o “silenciosas”) y azul (mutaciones que cambian
el aminoéacido codificado o “no sinénimas”).

Una mutante knock-out para el gen ptr exhibe un clearance
demorado en el tracto genital murino
Finalmente, se centraron los esfuerzos en analizar qué rol cumple la proteina Ptr durante la

infeccién del tracto genital y para ello se utiliz6 un modelo previamente descripto de infecciones
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urogenitales en raton (Lujan et al., 2018). El protocolo utilizado se esquematiza en la Figura 24 A
y se muestra la evidencia de una infeccién exitosa por microscopia directamente del tejido o en
monocapas infectadas con exudados, por efectos en la anatomia del dtero infectado como
estenosis y dilataciones, y por amplificacion del gen de la proteina de shock térmico 60 clamidial
(hsp60) (Figura 24). Estos estudios fueron llevados a cabo en colaboracion con el grupo de la Dra.
Damiani en el IMBECU-CONICET.

En particular, se intent6 determinar si ptr presentaba algin rol in vivo mas alla de la funciéon
que tuviera en la recuperacién de la persistencia inducida por IFNy, ya que este fenotipo es dificil
de recapitular en ratones para C. trachomatis debido a que se trata de una especie adaptada a
infectar humanos. Futuros estudios con C. muridarum portando mutaciones en el gen de interés,
0 mejor aun, en un modelo in vivo de persistencia inducida por interferén gamma serian tutiles
para seguir estudiando la funcién de Ptr in vivo. Entonces, en primer lugar se evalu6 el desempeno
de esta mutante in vivo, ya que este representa el primer estudio con una cepa nula en ptr.
Ejemplares hembra de ratones C57/BL6 fueron inoculados intravaginalmente con C. trachomatis
L2 Wt o L2 ptr::GII y se evalud: (i): 1a progenie infecciosa en descargas vaginales a los 10 y 14 dias
post-infeccién (dpi) y (ii): carga de Chlamydia en ttero a los 14 dpi. A los 10 dpi, se encontraron
niveles similares de progenie infecciosa en el exudado vaginal para ambas cepas.
Sorprendentemente, a los 14 dpi, la cantidad de progenie infecciosa fue mayor para la cepa L2
ptr::GII comparada con la Wt (Figura 25 A). De acuerdo con ello, se detecté un incremento del
44% en la carga bacteriana por western blot para la cepa mutante L2 ptr::GII en tejidos uterinos
obtenidos 14 dpi (Figura 25 B-C). Estos resultados sugieren que la falta de Ptr le permite a C.

trachomatis evadir el clearance en el tracto genital ratones hembra C57/BL6.
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hd Sensibilizacion: 2.5 mg medrohidroxiprogesterona acetato
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Figura 24. Representacion esquematica del modelo de infeccion en roedores utilizado en este estudio
y evidencia de una infeccién uterina exitosa con C. trachomatis LGV-L2. A. Protocolo de sensibilizacion,
inoculacién, y muestreo. B. Se colectaron descargas vaginales de cada animal con una torunda desechable y se utilizaron
para infectar células HeLa para analizar la presencia de Chlamydia a los distintos dpi. Las inclusiones se detectaron
con un anticuerpo anti-LPS acoplado a FITC (verde). E1 ADN se tifi6 con ioduro de propidio (PI, rojo). C. Examinacién
anatomica del tracto genital de ratones hembra no infectados o infectados (paneles superiores). Se midi6 peso y largo
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de cada ttero, 14 dpi. Los valores son la media + SEM. La significancia estadistica se teste6 con el test t-Student
(*p<0.05), (paneles inferiores). D. Deteccion de C. trachomatis mediante amplificaciéon del gen hsp6o en descargas
vaginales (exudado) o en homogenatos de ttero (tejido). Gel de electroforesis indica muestras: control positivo (+),
control negativo (-), no infectado (NI) e infectado (I). En el Gltimo carril se muestra un marcador de peso molecular
100pb (panel superior). El nombre de los primers y la secuencia también se detallan (panel inferior). E.
Inmunofluorescencia de las inclusiones utilizando un anticuerpo anti-MOMP acoplado a FITC (verde) en tejido uterino
murino de los grupos no infectados (izquierda) e infectados (derecha). El ADN est4 marcado con ioduro de propidio
(PL, rojo).
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Figura 25. Una mutante nula en el gen ptr presenta un clearance demorado en el tracto genital murino.
A. Cuantificacion de IFUs totales en secreciones vaginales cuantificados por inmunofluorescencia a los dias 10 y 14 post
inoculacion (dpi). Los valores se expresan como la media + SEM. La significancia estadistica fue calculada por el test
de ANOVA seguido de Bonferroni (n=3, * P<0.05; ns>0.05). B. A los 14 dpi, los tteros de los ratones infectados fueron
homogeneizados y analizados por western blot para OmeB (carga clamidial) y clatrina (carga células del hospedador).
C. Iméagenes representativas de los Gteros de cada grupo: control no infectado (NI), infectado con C. trachomatis L2
(L2 Wt), e infectado con C. trachomatis L2 ptr::GII (L2 ptr::GII) a 14 dpi.
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CAPITULO 3: Rol de las proteinas Pmps en persistencia

Introduccion

Junto con las “inclusion membrane proteins” o Incs, las proteinas pleomorficas de membrana
o Pmps son tnicas de la clase Chlamydiia (Rockey et al., 2000). La primera Pmp fue identificada
en 1996 como una proteina de 9o kDa inmunogénica en una cepa causante de abortos ovinos,
posteriormente identificada como C. abortus (Longbottom et al., 1996; Longbottom et al., 1998).
El analisis comparativo entre los genomas de C. trachomatis y C. pneumoniae revel6 la presencia
de genes homologos al identificado en C. abortus (Kalman et al., 1999). En C. pneumoniae se
observa una expansion de la familia Pmp, representando un 22% de la capacidad codificante
aumentada comparada con C. trachomatis. El genoma de C. trachomatis presenta 9 genes pmp
(PmpA-I), mientras que C. pneumoniae contiene 21 genes pmp (Pmp 1-21). Debido a la pequenez
del genoma clamidial, la conservacién de un alto nimero de proteinas relacionadas debe implicar
un rol critico (Grimwood and Stephens, 1999). Estas proteinas representan el 13,6% y 17,5% de la
capacidad codificante especifica de clamidia en C. trachomatis y C. pneumoniae, respectivamente
(Rockey et al., 2000). El factor comin en la superfamilia Pmp son repeticiones de GGA(LL,V) y
FXXN ubicadas en la mitad N-terminal. En el motivo FXXN, la primera X puede ser cualquier
aminoacido excepto prolina; la segunda puede ser cualquiera menos metionina, triptéfano o
cisteina (Grimwood and Stephens, 1999). Datos del laboratorio del Dr. Hegeman han demostrado
que se requiere un minimo de 2 FXXN o 1 FXXN y 1 GGA(L,L,V) para la adherencia de Pmp21 a
las células humanas (Molleken et al., 2010). La parte central del dominio pasajero (PD) de las 9
Pmps de C. trachomatis serovar E, con una alta densidad de motivos (PmpC 10 a PmpD 34),
mostr6 adhesion similar a células humanas en un ensayo con levaduras, pero una capacidad de
adherencia diferenciada en un ensayo con beads recubiertas de proteina, donde PmpD tuvo la
unién mas fuerte y PmpH la menor (14 motivos) (Becker and Hegemann, 2014). Sin embargo,
todas las versiones recombinantes del PD bloquean la infeccion subsiguiente con la misma especie
(C. trachomatis) pero no con C. pneumoniae, y viceversa (Becker and Hegemann, 2014). Esto
indica que las Pmps de una especie reconocen los mismos receptores celulares. El ntiimero
promedio de FXXN por Pmp es 13,6 (C. trachomatis) u 11,3 (C.pneumoniae) mientras que el
promedio predicho por proteina en estas especies es 0,73 y 0,84; respectivamente (Grimwood and
Stephens, 1999). El nimero promedio en Chlamydia de GGA(L,V,I) es 7 por Pmp (Rockey et al.,
2000). Proteinas no clamidiales que contienen estos motivos estan involucradas en adherencia a

los tejidos (Rockey et al., 2000).
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De acuerdo a comparaciones gendmicas, las Pmp se han dividido en 6 subgrupos filogenéticos:
subgrupo A (PmpA y Pmp19), B (PmpB/Cy Pmp20), D (PmpD y Pmp21), E (PmpE/F y Pmp 15-
18), G (PmpG/I y Pmp1-13) y H (PmpH y Pmp14) (Grimwood and Stephens, 1999; Rockey et al.,
2000). Los genes de esta familia se localizan en distintas areas del cromosoma. Las de C.
trachomatis en dos clusters (Figura 26C) y las de C. pneumoniae en 3 clusters, mientras que
pmpD/pmp21 se encuentra como un gen aislado. Todas las pmps de C. trachomatis y C.
pneumoniae se transcriben, pero mientras que todas las de C. trachomatis se traducen, C.
pneumoniae pmp3/4/5/12/17 presentan una mutacion con cambio de marco de lectura o un
codoén stop prematuro que hacen que no se traduzcan (Grimwood et al., 2001; Tan et al., 2010).
El ntimero, la organizacién y el tamafio de las secuencias codificantes de las Pmps, asi como la
Pmp mas conservada difieren de manera intra- e interespecifica (Van Lent et al., 2016). Un
andlisis bioinformatico revel6 que PmpB, PmpA, PmpH y PmpD son las mas conservadas entre
las 4 especies: C. trachomatis, C. pneumoniae, C. abortus y C. psittacci (21-25% de conservacion
de la secuencia) (Van Lent et al., 2016). Mientras que dentro de C. trachomatis,
PmpD/A/1/C/B/G presentan un nivel de conservacion de la secuencia aminoacidica mayor al
95%. Al analizar varias secuencias de cada especie se encontr6 que la inica que presentaba un
numero constante de estas proteinas (9) era C. trachomatis (Van Lent et al., 2016). El hecho de
que la organizacion en el genoma dentro de la misma especie varie (por €j. en C. pneumoniae)
indica que las CDS de pmps estan localizadas en regiones del genoma donde ocurrieron altos
niveles de recombinacion (Van Lent et al., 2016). El nivel de heterogeneidad entre las Pmps
sugiere una correlacion de las diferentes especies y serovariedades con distintos tropismos de
tejido, adaptacion al nicho y causa de diferentes cuadros clinicos (Gomes et al., 2006; Becker and

Hegemann, 2014; Vasilevsky et al., 2016).

El primer estudio con una cepa mutante (obtenida por mutagénesis quimica) en el gen pmpD
(C. trachomatis) fue publicado en 2014 (Kari et al., 2014) y demostré que PmpD no es esencial
para el crecimiento de Chlamydia, pero podria tener un rol en el contacto RB-membrana de la
inclusién. La ausencia de PmpD no impidio la adhesion a células murinas in vitro o la infeccion
murina in vivo, pero si disminuy6 la adhesion a células humanas in vitro y causé menor infeccién
ocular en la fase inicial en un modelo in vivo en macacos, sugiriendo especificidad de especie (Kari
etal., 2014). Recientemente han sido obtenidas mutantes por insercién de transposones en PmpA,
D e I de C. muridarum. En Pmpl::Tn la insercién ocurrié en el barril beta y se observa una
morfologia aberrante, siendo un fenotipo mixto que los investigadores atribuyen a la expresion
variable de las Pmps. Esta cepa presenta menor produccion de IFUs in vitro y en ratones, pero no

presenta problemas de adhesion. Al complementar su expresion se recupera el namero de IFUs.
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Este grupo ha observado que ninguna Pmp analizada es esencial para la adhesion, aunque la que
presenta una disminucién en la adhesiéon con respecto al control es pmpA::Tn (Wang, La Brie,

Hybiske, Hefty; no publicado, presentado en CBRS 2019).

El receptor EGFR (de factor de crecimiento epidérmico) fue identificado como el receptor del
hospedador responsable de interactuar con Pmp21 y mediar la internalizaciéon de C. pneumoniae
(Molleken et al., 2013). Sin embargo, PmpD no se une a EGFR, aunque comparte un 33% de
identidad con Pmp21 (Favaroni, 2017). Todavia no se ha identificado un receptor celular para las

Pmps de C. trachomatis.

El sistema de secrecion tipo V es un mecanismo de dos pasos mediante el cual las bacterias
pueden secretar factores de virulencia al espacio extracelular. Los miembros de esta familia se
caracterizan por la presencia de una secuencia Sec en el N-terminal, que permite el transporte
proteico dependiente de Sec a través de la membrana interna y un dominio pasajero, que es
secretado al espacio extracelular a través de un barril beta en el C-terminal, responsable de crear
un poro en la membrana externa (Gawarzewski et al., 2013). Se conocen 5 tipos de T5SS, el mas
sencillo es el TVa, descripto como un polipéptido con una sefial Sec N-terminal, un PD central y
un barril beta en el C-terminal. Todavia no se conoce el mecanismo de traslocaciéon ala membrana
externa desde el periplasma, aunque se han propuesto modelos como el hairpin formado por
secuencias linker o el modelo Omp85 en donde chaperonas en el periplasma asisten el proceso
(Gawarzewski et al., 2013). El PD puede ser clivado en fragmentos funcionales por un proceso
auto catalitico o por proteasas especificas. En algunos casos, como la proteina AIDA en E. coli, los
fragmentos clivados se pueden encontrar asociados con la membrana externa (Charbonneau et

al., 2006).

Todas las Pmp se predicen autotransportadores del sistema de secrecion tipo V (T5SS)
pertenecientes a TVa (Figura 26). Estas proteinas presentan una secuencia lider dependiente de
Sec en el N-terminal; un dominio C-terminal rico en triptéfano que presenta caracteristicas de
barril beta y termina en fenilalanina sugiriendo una localizacién en membrana externa; y un
dominio central pasajero (PD), que es expuesto en la superficie del EB y puede ser clivado
(Grimwood and Stephens, 1999) (Henderson and Lam, 2001). Esta prediccion es avalada por
evidencia experimental para varias Pmps (Longbottom et al., 1998; Vandahl et al., 2002; Wehrl
et al., 2004; Kiselev et al., 2007; Kiselev et al., 2009; Molleken et al., 2010; Tan et al., 2010; Saka
et al., 2011). En un analisis proteémico llevado a cabo por Saka et al., se identificaron péptidos

semitripticos por espectrometria de masa para 7 Pmps de C. trachomatis LGV-L2, exceptuando
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PmpA y PmpC, indicando la generacion de numerosas formas procesadas de estas proteinas,
cuyas funciones todavia no fueron elucidadas (Saka et al., 2011). También se han identificado
formas clivadas de Pmp6/20/21 en C. pneumoniae (Vandahl et al., 2002). No se conoce si las
Pmps son encargadas de auto-clivarse o si hay proteasas clamidiales o del hospedador
involucradas. Ademas de generar variados péptidos se ha demostrado que Pmps recombinantes
con menor o mayor nimero de motivos pueden formar homo- y hetero-oligbmeros similares a
protofibrillas (Swanson et al., 2009; Favaroni, 2017). Estos oligbmeros podrian adherirse a un

receptor celular y actuar como un senuelo evadiendo la respuesta del hospedador (Favaroni,

2017).
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Figura 26. A. Anatomia de un autotransportador. Los tres dominios funcionales de las proteinas se indican: la
secuencia senal (verde), el dominio pasajero (morado) y el dominio [ (naranja). Se muestra un mapa linear de las
proteinas autotransportadoras comparado con el mapa de una Pmp clamidial. El dominio pasajero contiene los motivos
funcionales y las regiones repetitivas. B. Representacion esquematica de un Sistema de secrecion tipo V o
autotransportador. Las proteinas autotransportadoras son sintetizadas y generalmente exportadas a través de la
membrana citoplasmaética via la maquinaria Sec. Una vez dentro de la membrana interna la secuencia sefial es clivada,
el dominio [ es insertado en la membrana externa en una estructura de barril  favorecida biofisicamente formando un
poro en la membrana externa y el dominio pasajero se inserta en el poro y es traslocado a la superficie bacteriana. Ay
B. Adaptado de Henderson et al. (Henderson and Lam, 2001). C. Arreglo de los genes de la familia Pmp en C.
trachomatis. El tamafio del genoma es de 1,04 Mb. Las familias de genes estan identificadas con diferentes colores,
como las designaron Grimwood y Sthephens (Grimwood and Stephens, 1999). La distancia cromosomal entre los
cluster de genes se indica en kilobases (kb). Con lineas rojas y negras se indican las mutaciones nonsense y missense,
respectivamente, encontradas en las cepas resultantes del screening, cuya identificacion se encuentra por debajo de
cada mutacion. Cada cluster se transcribe como un operén (Carrasco et al., 2011).

77



Resultados

Las Pmps muestran diferentes niveles de expresion entre ellas y entre distintas cepas. PmpA
presenta un menor nivel de expresiéon comparada con las demaés, tiene un pico 12 hpi (Nunes et
al., 2007) y algunos estudios protedmicos muestran que PmpA solo es detectada en los RBs (Skipp
et al., 2005; Saka et al., 2011). Los autores sugieren una mayor importancia de PmpA durante las
etapas tempranas de desarrollo (Nunes et al., 2007). El trabajo posterior de Skipp y colaboradores
detect6 pmpA en EBs aunque en menor cantidad que en el RB (Skipp et al., 2016); y en el estudio
proteémico de Oostergard et al., también de 2016 pero en serovar D, no fue detectada en ninguno
de los dos (Ostergaard et al., 2016). PmpB, por el contrario, se encuentra en mayor proporciéon en
el estadio EB (Skipp et al., 2005; Saka et al., 2011; Ostergaard et al., 2016; Skipp et al., 2016). Solo
en uno de los reportes PmpB se encuentra en menor cantidad en el EB que en el RB, sin embargo,
es la que presenta la mayor relacion EB/RB (Skipp et al., 2016). En el proteoma del estado
persistente inducido por IFNy, PmpA no fue detectada, mientras que PmpB se encontr6 en menor
cantidad en los aRBs que en los EBs (Ostergaard et al., 2016). En cuanto a PmpC, es detectada
tanto en EB como RB (Skipp et al., 2005; Saka et al., 2011; Ostergaard et al., 2016; Skipp et al.,
2016), generalmente en menor proporcién en los cuerpos elementales (Saka et al., 2011; Skipp et
al., 2016). PmpD es una de las proteinas mayoritarias del RB en serovar L2 (Skipp et al., 2016), y
también es detectada en EBs (Skipp et al., 2005; Saka et al., 2011; Ostergaard et al., 2016; Skipp
et al., 2016). De interés, hay estudios que reportan un mayor nivel de transcriptos de PmpD tanto
en C. trachomatis como en C. pneumoniae en el momento de la conversiéon RB a EB (Vandahl et
al., 2002; Kiselev et al., 2007) y en este tiempo también observan el clivaje del dominio pasajero,
hecho que no ocurre en presencia de penicilina (Kiselev et al., 2007), pero si durante el estrés a
280C (Kiselev et al., 2009). Los autores concluyen que la penicilina inhibe especificamente serin-
proteasas incluyendo la peptidasa senal 1 que estaria involucrada en el procesamiento de PmpD
(Kiselev et al., 2009). La relacion EB/RB de PmpG varia en los distintos estudios, siendo a veces
mas prevalente en el EB (Saka et al., 2011; Ostergaard et al., 2016), o una de las proteinas mas
abundantes del RB (Skipp et al., 2016). Mientras que en el estrés inducido por IFNy presenta al

igual que la mayoria de las demas Pmps, niveles similares al RB (Tabla 2)(Ostergaard et al., 2016).
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EB RB AB
PmpA | ND ND ND
PmpB | 100 10 12
PmpC | 100 10 28
PmpD | 25 100 69
PmpE | 100 8.1 11
PmpF | 100 9.7 8.3
PmpG | 100 12 23
PmpH | 100 8.2 8.3
Pmpl 50 100 34

Tabla 2: Expresion relativa de cada Pmp en los estadios EB, RB o AB (IFNy) (Ostergaard et al., 2016).
Se observa en general una mayor expresion en los EBs, salvo para PmpD y Pmpl. La expresion de esta familia en el
estado aberrante es similar al RB, excepto Pmpl que disminuye significativamente con respecto al RB.

En condiciones normales de cultivo, cada una de las Pmps de C. trachomatis Ser. E se expresa
variablemente en la superficie de las inclusiones (Tan et al., 2010), se observan patrones “fully-
on”, “fully-off” o intermedios. También en Ser. E, la transcripciéon de todos los genes pmps,
excepto pmpA/D/I, es alta en tiempos tardios (24-48 hpi) con un pico caracteristico a 32 hpi. La
transcripcion de pmpA y pmpI es maxima a 18hpi, mientras que pmpD contintia aumentando
hasta las 48hpi (Carrasco et al., 2011). El estrés inducido por penicilina puede influenciar la
expresion de las Pmps en distintos grados (Carrasco et al., 2011). La exposicion al beta-lactamico
lleva a la disminucion de la transcripcion de todos los genes pmp excepto pmpA, pmpD y pmpl
(Carrasco et al., 2011). De acuerdo con ello, no se detecta PmpB o PmpC por IF en los cultivos
estresados, y la tincion de PmpA no depende de la presencia o ausencia del estresor (Carrasco et
al., 2011). Sin embargo, durante el estrés PmpA muestra un patréon de distribuciéon en toda la
inclusion, sugiriendo que se vuelve difusible. La produccion de PmpD y Pmpl, aunque se predecia
estable por qRT-PCR, disminuye en el estrés y se observan variaciones inclusion a inclusion
(Carrasco et al., 2011). Todos estos estudios en conjunto indican que existen miltiples y complejos
niveles de regulacion transcripcional y post-transcripcional de las Pmps. Estas observaciones
junto con perfiles de anticuerpos variables contra las Pmps en pacientes infectados con C.
trachomatis son consistentes con la idea de las Pmps como la base de un mecanismo de variacion
antigénica similar a uno de cambio de fase, con el rol dual de evadir el sistema inmune y adaptarse

a diversos nichos (Tan et al., 2009; Tan et al., 2010).

Debido a que estas proteinas estan expuestas en la superficie (Vandahl et al., 2002; Molleken

et al., 2010; Tan et al., 2010) son candidatas a ser utilizadas en el desarrollo de una vacuna, que
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se considera prioritaria debido a las caracteristicas “silenciosas” de las infecciones por Chlamydia.
Ademés de las Pmps, también han sido detectados fragmentos del PD procesados en la superficie
clamidial (Wehrl et al., 2004; Swanson et al., 2009; Molleken et al., 2010). Anticuerpos anti-
PmpD neutralizan la infeccion de 15 serovariedades, demostrando que PmpD es un antigeno pan-
neutralizante (Crane et al., 2006). Cuando se teste6 la reactividad humoral de suero de pacientes
infectados contra Pmps recombinantes se encontr6 que todas fueron reconocidas, pero de manera
variable. Las mas reconocidas fueron PmpD/B/C/I (Tan et al., 2009). Un hallazgo interesante es
que se observa un sesgo segin el género del paciente, las mujeres reaccionan mas contra PmpB y
los hombres contra PmpD (Tan et al., 2009). También se observan diferentes respuestas en el

suero tratidndose de diversos serovares (Nunes et al., 2007).

La respuesta inmune contra Chlamydia esta polarizada en la direccion Th1 y reclutamiento de
células T CD4+ y CD8+ al sitio de la infeccion (Schautteet et al., 2011). En una reinfeccién, se
reclutan células especificas del sistema inmune que secretan citoquinas y quimiocinas,
induciendo mayor inflamacién y creando un dafio tisular, lo que genera el comienzo de la
enfermedad inflamatoria pélvica (Darville and Hiltke, 2010). Es decir, las células T tienen un rol
dual: proteger al hospedador y limpiar la infeccion, pero también generar dafio luego de una
inflamacién extensiva (Ziklo et al., 2016a). Sin entrar en detalle, hasta el momento los mayores
esfuerzos en obtener una vacuna efectiva se han centrado en MOMP pero con resultados sub-
optimos (Kari et al., 2009; Tifrea et al., 2014). Existen numerosos trabajos intentando utilizar
una; por ejemplo PmpC (Inic-Kanada et al., 2015; Inic-Kanada et al., 2016), PmpA (Muller et al.,
2017), PmpG (Zhu et al., 2015), o una combinacién de Pmps en el desarrollo de una vacuna
subunitaria efectiva (Karunakaran et al., 2015b; Nunes et al.,, 2015; Pal et al., 2017).
Colectivamente, las Pmps son candidatos prometedores para una vacuna ya que son proteinas de
la membrana externa reconocidas por las células presentadoras de antigeno, degradadas,
procesadas y presentadas a las células T CD4+. Adicionalmente, se ha demostrado que activan las
células T e inducen la produccion de citoquinas y anticuerpos que son importantes en la

resolucién de la infeccion (Vasilevsky et al., 2016).

Como se menciono en la primera seccion de resultados, un hallazgo sorprendente del screening
fue que 5 de las 8 mutantes de interés (P1, P2, P3, P4 y P7) presentaban mutaciones en la familia
de proteinas pleomorficas de membrana o Pmps. Posteriormente se sumo6 otra mutante con una
mutacion sin sentido en pmpB (M891) (Figura 26). Como se senal6 anteriormente, en presencia
de penicilina, disminuye la transcripcion de varias pmps (Carrasco et al., 2011), se inhibe el clivaje

y secrecidon del dominio pasajero de PmpD (Kiselev et al., 2007) y cambia el patron de distribucion
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de PmpA dentro de la inclusién (Carrasco et al., 2011), indicando que el estrés afecta a esta familia
de proteinas en mayor o menor medida. Mientiras que un estudio proteémico comparativo entre
los aRBs (de IFNy) y los RB mostrd niveles de expresion proteica similares entre ambos, excepto
para Pmpl que disminuye significativamente (Tabla 3) (Ostergaard et al., 2016). Las mutantes
resultantes del screening presentan mutaciones en 4 pmps: pmpA, pmpB, pmpC y pmpG de
manera simultdnea con otras mutaciones y presentan dificultades para recuperarse de la

persistencia inducida por penicilina y/o IFNy (Figura 26 C, Tabla 3).

Mutante Gen pmp Recuperacion Recuperacion
afectado IFNy Penicilina

M786 pmpA - +
(nonsense)

M783 pmpG - _
(missense)

M766 pmpB - _
(missense)

M123 pmpC - +
(missense)

M111 pmpC - _
(nonsense)

M891 pmpB - +
(nonsense)

Tabla 3: Genes pertenecientes a la familia pmp afectados en las mutantes resultantes del screening y
su fenotipo asociado.

Resultados del Capitulo 3

Con el objetivo de estudiar el efecto de mutantes nulas en la sintesis de Pmps ubicadas en el
primer cluster de C. trachomatis: pmpA, pmpB y pmpC, se decidié obtener recombinantes a
partir de las cepas M786, M111 y M891 (Figura 27). En colaboracion con el laboratorio del Dr.
Valdivia en la Universidad de Duke, se lograron obtener recombinantes “limpias” para pmpA y
pmpC, mientras que para pmpB se obtuvo una recombinante que posee la mutacion con pérdida

de sentido en ese gen acompanada de 2 SNVs en otros genes.

Sorpresivamente, al analizar el comportamiento de las cepas obtenidas (Figura 27) se observo
que las recombinantes nulas para pmpA, pmpB o pmpC presentan una disminucion significativa
en la generacion de progenie infecciosa a 30 hpi en condiciones no tratadas en comparacién a la
cepa Wt (datos no mostrados). Esto implica que dichas recombinantes no sean ideales para
analizar el comportamiento frente al estrés, ya que de por si la recuperacion de IFUs seria menor

aun en ausencia de estimulos antimicrobianos.
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Seleccion de Purificacion
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Figura 27: Obtencién de recombinantes con mutaciones nonsense en los genes pmpA/B/C. Células HeLa
fueron coinfectadas con una cepa L2 Wt resistente a espectinomicina y las cepas M786, M891 o M111 resistentes a
rifampicina. Se aislaron las recombinantes doble-resistentes por ensayo de placa y se analizaron por TILLING para
identificar la presencia/ausencia de SNVs. Las mutaciones fueron confirmadas por secuenciamiento de Sanger.

Debido a que el defecto de crecimiento de las recombinantes no permite su uso para estudiar
el posible rol de las Pmps en persistencia, se decidié obtener mutantes nulas en pmpA, By C
utilizando el sistema TargeTron (Sigma Aldrich) de la misma manera que se obtuvo la cepa L2
ptr::GII mencionada en el segundo capitulo. Dos sitios de insercién putativos fueron
seleccionados en cada uno de los 3 genes, y se obtuvieron los 6 plasmidos correspondientes para
transformar C. trachomatis (ver esquema de trabajo en Materiales y Métodos). Sin embargo, y a
pesar de multiples intentos, solo se lograron transformantes que habian integrado el intrén tipo

II en el sitio 1 de pmpC (Figura 28).
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Figura 28. Confirmacion de la disrupcion del gen pmpC mediante PCR. A. Representacion esquematica de
las reacciones de PCR llevadas a cabo. Los nimeros entre paréntesis contiguos al nombre de cada cebador indican en
qué PCR fueron utilizados. PCR 1: FcheckTarpmpCi1 y Universal; PCR 2: RcheckTarpmpCi1 y Universal; PCR 3:
FcheckTarpmpC1 y RcheckTarpmpCi. Las secuencias de los cebadores se indican en la seccion Materiales y Métodos.
B. Las bandas amplificadas obtenidas son: PCR 1, 428 pb que indicaria una insercion sense; PCR 2, un producto de
437 pb indica insercion anti-sense; PCR 3, 367 pb para la copia Wt del gen y 2579 pb si ocurri6 la insercion. Los nimeros
de cada PCR estan indicados en la parte superior del gel en cada carril. E1 ADN utilizado como templado se indica en la
parte superior de cada carril. Las bandas correspondientes al marcador de peso molecular se indican a la izquierda y
derecha, respectivamente.

Una vez que se obtuvo la cepa L2 pmpC::GII, isogénica con L2 pero con la insercién del intréon
en el gen pmpC, se llevaron a cabo los distintos ensayos de generacion de IFUs: 1) en la condicion
“sin tratamiento” (UT), 2) en la recuperacion de la persistencia inducida por penicilina, y 3) en la
recuperacion de la persistencia inducida por IFNy. En primer lugar, esta cepa no presenta
problemas de crecimiento (Figura 29 A). Con respecto a la participacion de pmpC en la
recuperacion del estrés, se observo que la mutante nula en pmpC (L2 pmpC::GII) es incapaz de
recuperarse y generar niveles de IFU comparables a la cepa Wt tanto de la persistencia inducida
por IFNy como por penicilina (Figura 29 B y C). Estos resultados, en conjunto con el fenotipo de
la cepa M111, indican que pmpC es importante durante la recuperaciéon del estrés inducido por
IFNYy y penicilina. Es curioso que la cepa M123, con una mutaciéon missense en pmpC (D140N)

ubicada en el dominio pasajero, presentd un fenotipo intermedio en la validacion inicial, siendo
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solo defectuosa en la recuperacion del IFNy. Esto podria indicar la importancia de ese dominio
cumpliendo una funcién hasta ahora desconocida en la recuperacion del estrés inducido por IFNy.

Sin embargo, no se ha determinado atn el papel de cada uno de los SNVs presentes en esa cepa.

Una vez que se obtuvo la cepa L2 pmpC::GII, el gen pmpC seguido de la secuencia de un epitope
FLAG fue clonado en el vector de expresion pBOMB4R para complementar su expresion. Este
vector permite el seguimiento de las bacterias transformadas mediante la expresion constitutiva
de la proteina mCherry ademas de la expresion de la proteina de interés bajo el promotor rpoB.
Si bien las cepas transformantes expresan mCherry, no fue posible detectar la expresion de PmpC-
FLAG con anticuerpos anti-FLAG por inmunofluorescencia o western blot. La secuencia de pmpC
en el vector de clonado fue confirmada por secuenciamiento previo a la transformacion de C.
trachomatis. Sin embargo, cuando se intent6 amplificar por PCR a partir de la cepa transformada
aislada utilizando cebadores que amplifican desde el esqueleto del vector (Seq_pBOMB4R_F)
hasta distintos sitios del gen pmpC (RcheckTargpmpCi, RcheckTargpmpC2 o RHispmpC1) no se
obtuvo amplificacion. Asimismo, mientras que utilizando cebadores en otra regién del genoma
(recC_gene_F y recC_gene_R) se obtuvo el producto esperado; cuando se utilizaron los
cebadores que rodean el sitio de insercion del intrén en L2 pmpC::GII (FcheckTargpmpCi y
RcheckTargpmpC1) no hay amplificacion. Estos resultados indican que el vector presente en la
cepa L2 pmpC::GII pmpC-F ha perdido el inserto o parte del mismo al ser transformado en C.
trachomatis L2 pmpC::GII. Ademas, como no se obtiene el producto esperado de la insercién en
el genoma es posible que hayan ocurrido re-arreglos entre el genoma y el vector. En conclusion,
no fue factible evaluar el efecto de la complementacion de la expresion de PmpC en persistencia.
Se considera que parte de las dificultades encontradas para la generacion de una cepa nula para
pmpC establemente transformada con un plasmido que permita complementar su expresion (L2
pmpC::GII pmpC-F), pueden deberse al gran tamafio de dicho gen, mayor a 5 kilobases y la

presencia de secuencias repetitivas en el mismo.
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Figura 29. Recuperacion defectuosa de la cepa L2 pmpC::GII luego del estrés inducido por IFNy o
penicilina. A. L2 pmpC::GII no muestra diferencias significativas en la generaciéon de IFU/Input en comparacion con
la cepa control (L2) en la condiciéon no tratada a 30 hpi (UT). B. L2 pmpC::GII exhibe una generacién de IFUs
disminuida después del estrés inducido por IFNy (condicion IFN R). Las células HeLa se trataron previamente con
IFNy (15 ng/mL) durante 24 horas y se infectaron con la cepa control o con L2 pmpC::GII. A las 24 hpi, se eliminé el
IFNy, el medio se complement6 con triptéfano (100 mg/L) y se incubaron hasta 48, 56 o 72 hpi para permitir la
recuperacion. C. L2 pmpC::GII exhibe una generacion de IFUs disminuida después del estrés inducido por penicilina
(PEN R). Las células HeLa se infectaron con la cepa L2 pmpC::GII o L2 Wt en presencia de penicilina (1 UI/mL). A las
24 hpi se elimin6 la penicilina, se agregd medio completo y se incubd hasta 48, 56 o 72 hpi para la recuperacion. A, B
y C. Se muestra un ensayo representativo de 3 réplicas biologicas, indicando la media de 3 réplicas técnicas. La
significancia estadistica se calcul6 mediante la prueba t-Student. Las diferencias se consideraron significativas para * P
<0.05, ¥ P <0.01y % P <0.001.

Con el objetivo de analizar la expresion de las Pmps durante el ciclo de desarrollo se plante6d
expresar Pmps recombinantes (rPmps) truncas para obtener luego anticuerpos. Al tratarse de
grandes proteinas de membrana no es una tarea trivial. Se seleccionaron regiones comprendidas
en el dominio pasajero (PD) para intentar evitar la posible localizacién trans-membrana en E.
coli. Para ello fueron clonadas las siguientes versiones en el vector de expresion pHis-parallel,

unidas a His-tag en el N-terminal:

I.  rPmpA: Serina 49 a Asparragina 474, péptido de 426 aa, ~51 kDa. Codon optimization
index (Gen Script): 0,66 (ideal 1).

II.  rPmpB1: Serina 31 a Glicina 394, péptido de 364 aa, ~43,7 kDa. Codon optimization
index (Gen Script): 0,62 (ideal 1).

III. rPmpB2: Treonina 592 a Leucina 886, péptido de 295 aa, ~35,4 kDa. Codon

optimization index (Gen Script): 0,62 (ideal 1).

IV.  rPmpCi: Alanina 20 a Serina 564, péptido de 545 aa, ~65,4 kDa. Codon optimization

index (Gen Script): 0,63 (ideal 1).
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V. rPmpC2: Glicina 596 a Prolina 977, péptido de 382 aa, ~45,84 kDa. Codon

optimization index (Gen Script): 0,61 (ideal 1).

Todas las versiones fueron confirmadas por digestion liberando el inserto completo (Ncol y
Stul) y por secuenciamiento de los vectores. Los valores de codon usage no eran 6ptimos, por lo
que podrian llegar a sintetizarse proteinas mas cortas o no expresarse directamente en E. coli. El
His-tag sumado a un sitio de clivaje TEV afiaden~ 2,8 kDa a la proteina. Con estos vectores se
transformaron E. coli BL21 pLysS y se indujo la expresién con IPTG a distintas concentraciones
(entre 0,5mM y 2mM) por entre 2 y 5h. El plasmido pLysS est4 presente para reducir la expresion
basal y minimizar los posibles efectos toxicos de la proteina a expresar antes de la induccion.
pLysS codifica para la lisozima T7 que cliva la ARN polimerasa T7 necesaria para la expresion. En
las condiciones testeadas no se pudo detectar una induccién potente, aun cuando se intentd
disolver la fraccion insoluble en urea 8M. Ya que fue no posible obtener la cantidad de proteina
necesaria para realizar inmunizaciones se decidi6 seleccionar pequefios péptidos dentro de estas
proteinas y utilizarlos para inmunizar ratones, unidos a keyhole limpet hemocyanin (KLH) para
generar una respuesta mas robusta. Con el criterio de maximizar la respuesta antigénica se
seleccionaron los siguientes péptidos: PmpA: PLRLSGSPSIHDPEGL (16 aa), PmpB
TSTPESDPVASTALS (15 aa) y PmpC PVSNSSGSDVTA (12 aa). Se opté por comenzar las
inmunizaciones con el péptido correspondiente a PmpC, pero hasta el momento, los antisueros
obtenidos no han mostrado una respuesta especifica robusta como para permitir ensayos

posteriores.

Existen estudios que han reportado la capacidad de adherencia de las Pmps, tal como se ha
mencionado al comenzar este capitulo. Sin embargo, la mayoria de ellos fueron realizados a través
de proteinas recombinantes y ensayos en levaduras debido a la histérica intratabilidad genética
clamidial. El reporte de Kari y colaboradores fue pionero en utilizar una mutante quimica en
pmpD para estudiar el rol de esta proteina. Ellos sefialaron que efectivamente PmpD esta
involucrada en la adhesion a células de origen humano, pero no murino, demostrando un
tropismo en la actividad de esta proteina (Kari et al., 2014). En este trabajo de tesis se plante6 el
estudio de la capacidad de adherencia e invasiéon (ingreso a las células hospedadoras) de las
mutantes nulas que se mencionaron: pmpA(-), pmpB(-), pmpC(-) y L2 pmpC::GII. En primer
lugar, cada una de las cepas mutantes y la cepa control L2 Wt fueron transformadas con un
plasmido que permite la expresion de una proteina fluorescente roja (mCherry). En un ensayo de

invasion, las bacterias que estan en el exterior celular y no ingresaron son marcadas, luego de fijar
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sin permeabilizar la membrana, con un anticuerpo primario (anti-MOMP) seguido de un
anticuerpo secundario anti-mouse Alexa Fluor 488 y poseen de esta manera doble marcaciéon
(rojoyverde). Por el contrario, las bacterias que ingresaron a la célula se ven rojas por la expresion
de mCherry. Esto nos permite obtener una tasa de invasion. El anélisis de la tasa de invasion de
las cepas mutantes en pmpA/B/C permite demostrar la importancia de cada una de estas Pmps
en la invasion; ya que mutantes nulas en cada una de ellas disminuyen significativamente el
porcentaje de bacterias que son capaces de ingresar a la célula. Se observdé un defecto mas

pronunciado frente a la falta de PmpA o PmpC (Figura 30).
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Figura 30. Las proteinas PmpA, B y C participan en la invasion en células epiteliales. A. Esquema del
ensayo de invasion. Todas las cepas expresan constitutivamente mCherry (rojo), pero inicamente las que estan en el
exterior celular son marcadas con un anticuerpo anti-MOMP y un anticuerpo secundario anti-mouse Alexa Fluor 488
(verde). Cuerpos elementales de C. trachomatis (MOI 50) se incubaron con una monocapa de células HeLa por 30 m a
4°C. Los cultivos se lavaron con PBS en frio y la temperatura se cambi6 a 37°C por la adicién de medio completo. Los
cultivos se incubaron luego por 1h, se fijaron con PFA 4% 15 m y se lavaron con PBS. Las células no fueron
permeabilizadas. B. Tanto las cepas obtenidas por mutagénesis quimica, como la mutante en pmpC obtenida por
TargeTron muestran una menor tasa de invasién. El anlisis estadistico se realiz6 por ANOVA seguido del post-test
Tukey. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar. C. Im4genes de inmunofluorescencia representativas
de cada cepa utilizada en el ensayo, obtenidas en un microscopio Leica DMIS8.
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A continuacion, se evalu6 si cada una de estas proteinas Pmps era necesaria para la adherencia
inicial a las células epiteliales. Se observd que todas las mutantes se adhieren de manera similar
a la cepa Wt (Figura 31). El titulo, obtenido a las 30 hpi, es el mismo en cada uno de los casos,
indicando que finalmente todas las diferentes cepas ingresan a la célula. Aunque todas se adhieren
de manera similar, se plante6 como hipoétesis que estas mutantes presentan un retraso en la
invasion. El hecho de que estas mutantes individuales no se vean afectadas en la capacidad de
adherencia demuestra que existen mecanismos redundantes para llevar a cabo ese primer paso

en la infeccidn.
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Figura 31. Las proteinas PmpA, B y C no son esenciales para la adherencia a células epiteliales. Se
cuantific6 el nimero de EBs adheridos por célula. Para ello EBs de C. trachomatis (MOI 50) fueron incubados con una
monocapa de células HeLa por 30 m a 4°C. Los cultivos se lavaron con PBS en frio y la temperatura se cambi6 a 37°C
por la adicién de medio completo. Los cultivos se incubaron luego por 1h, se fijaron con PFA 4% 15 m y se lavaron con
PBS. Las células no fueron permeabilizadas. Los EBs extracelulares fueron marcados con anticuerpos anti-MOMP y
anticuerpo secundatios anti-mouse Alexa Fluor 488. Todas las cepas analizadas expresan de manera constitutiva la
proteina mCherry. Luego se contabilizaron los EBs en el interior y exterior celular, el nimero de EBs en el interior
sumado a EBs en el exterior se consider6é como el nimero total de EBs adheridos. Se muestra la media + el intervalo
con 95% de confianza. El anélisis estadistico se realizd6 por ANOVA seguido del post-test Tukey, no se encontraron
diferencias significativas.

Siendo las Pmps proteinas presentes en la membrana de C. trachomatis, se analizo si la falta
de una de ellas implicaba cambios a nivel ultraestructural. En iméagenes de microscopia
electronica tomadas a 30 hpi, no se observaron cambios notorios en la morfologia de los EB o RBs

presentes en cada una de las cepas nulas para pmpA, B o C (Figura 32).
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Figura 32. Las formas de desarrollo de mutantes nulas en los genes pmpA/B o C presentan
caracteristicas ultraestructurales similares a la cepa parental. Imégenes representativas de microscopia
electronica de transmision de infecciones en células HeLa fijadas 30 hpi. Se observa una menor cantidad de EBs, de
acuerdo con la menor generacion de progenie infecciosa (IFUs) en estas mutantes. La escala representa 2pm.

La cepa mutante M111 (P7) presenta consistentemente un fenotipo “agregado” dentro de la
inclusion (datos no mostrados). Ese fenotipo se asemeja al reportado por Kari y colaboradores
para la mutante nula en PmpD (Kari et al., 2014). Ellos reportaron una distribucion atipica de las
bacterias, incluyendo areas dentro de la inclusion sin organismos. Es curioso que la falta de PmpC
o PmpD ocasione estos cambios. Esta distribucion se observa también en la cepa recombinante
pmpC(-) derivada de M111y en la cepa obtenida mediante TargeTron L2 pmpC::GII (Figura 33).
Las cepas nulas para el gen pmpC se comportan de igual manera tanto en células Vero, células
epiteliales de rinén de un mono verde africano, como en células A2EN, provenientes de
endocérvix humano, y células HeLa, derivadas de una muestra de cancer cérvico-uterino (Figura
33). La presencia de agregados se hace mas notoria en etapas tardias del ciclo de desarrollo
(Figura 33 Dy F). Por el contrario, a las 26-30 hpi no se encuentran diferencias notorias entre la
cepa Wt o una mutante nula en pmpC (Figura 32 y 33). Es dificil especular de qué manera, pero
estos resultados sugieren que PmpC estaria actuando como un efecto “repelente” entre las
bacterias. Por lo que se observd por microscopia electronica, estos agregados estarian

mayormente formados por RBs (Figura 33 C).
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L2 mCherry pmpC(-) GFP

Figura 33. La ausencia de la proteina PmpC genera agregados dentro de la inclusion de manera
independiente del origen de la célula hospedadora. A. Las cepas L2 Wt y pmpC(-) fueron transformadas con
vectores para permitir la expresiéon de las proteinas mCherry o GFP respectivamente. Luego, estas cepas fueron
utilizadas para infectar células A2EN y se tomaron iméagenes representativas a las 40 hpi con un microscopio digital
invertido de fluorescencia EVOS. B. Imagenes representativas de las infecciones mencionadas en A obtenidas con un
microscopio confocal ZEISS AiryScan. El ADN se tifié con Hoechst. C. ImAagenes representativas de microscopia
electronica de transmision de infecciones, con la cepa indicada en cada imagen, en células Vero fijadas a las 44 hpi. D.
Las cepas L2 Wt y pmpC(-) fueron transformadas con vectores para permitir la expresiéon de GFP o mCherry
respectivamente. Luego, estas cepas fueron utilizadas para infectar células HeLa y se tomaron imagenes de
fluorescencia representativas a las 26 y 44 hpi con un microscopio Leica DMIS8. E. Imagenes representativas de células
Vero infectadas con L2 o L2 pmpC::GII a las 44 hpi obtenidas con un microscopio invertido EVOS. F. Las cepas L2 Wt
y L2 pmpC::GII fueron transformadas con vectores para permitir la expresion de las proteinas GFP o mCherry
respectivamente. Luego, estas cepas fueron utilizadas para infectar células HeLa y se tomaron imédgenes representativas
a las 26 y 44 hpi con un microscopio de epifluorescencia Leica DMI8. A, B, C, D, E y F. Obsérvese la formacién de
agregados (cabeza de flecha).

El siguiente paso fue preguntarnos qué sucederia en una inclusién formada por bacterias que

expresan PmpC y bacterias que no lo hacen. Los posibles escenarios serian:
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i. Distribuciéon normal de todas las bacterias; indicando que la expresion de la proteina
PmpC en la cepa Wt es suficiente para evitar la formacion de agregados atn en
coexistencia con la cepa nula para PmpC dentro de la inclusion.

ii. Agregado que incluye ambas bacterias; indicando que la ausencia de expresion de
PmpC en las mutantes dispara la formacion de agregados ain en coexistencia con la
cepa parental que si expresa PmpC dentro de la inclusion.

iii. Los fenotipos agregados son propiedad individual de cada genotipo particular.

El anélisis de células co-infectadas con la cepa Wt y las cepas ApmpC (pmpC(-) o L2
pmpC::GII), cada una expresando una proteina fluorescente verde o roja, permitié determinar
que la formacion de agregados es una propiedad de las bacterias individualmente, ya que cada

una conservo su distribucion en comparacion con una inclusion formada Ginicamente por esa cepa

(Figura 34).

00:01:00.540

L2 GFP + pmpC(-) mCh

L2 GFP + pmpC::Gll mCh

Figura 34. La proteina PmpC impide la formacion de agregados dentro de la inclusién y funciona a
nivel de bacterias individuales. Las cepas L2 Wty pmpC(-)/L2 pmpC::GII fueron transformadas con vectores para
permitir la expresion de GFP (verde) o mCherry (rojo), respectivamente. Estas imigenes fueron tomadas cada 10
segundos, en un lapso de 1 minuto en total. En los dos paneles superiores se muestran imagenes de microscopia de
fluorescencia de células HeLa infectadas con la cepa Wt y pmpC(-) a las 44hpi. El panel superior muestra dos
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inclusiones cercanas cada una infectada con una cepa y el panel siguiente muestra una inclusién que contiene ambas
cepas. De manera similar, los dos paneles inferiores presentan imigenes de células HeLa infectadas con la cepa L2 Wt
y L2 pmpC::GII a las 44hpi. El tercer panel muestra dos inclusiones cercanas cada una infectada con una cepa y el panel
siguiente muestra una inclusion que contiene ambas cepas. Todas las imagenes fueron tomadas en un microscopio de
epifluorescencia Leica DMIS La barra de escala equivale a 10um. Se puede acceder a los videos correspondlentes a
estas imagenes en https:
utilizando el siguiente c6digo QR

Ademaés, en ensayos de video microscopia de células vivas se observd mayor movimiento
browniano en la cepa Wt (GFP), mientras que los agregados permanecen estaticos en el tiempo y

solo hay unas pocas bacterias moviéndose libremente en las cepas ApmpC (mCherry) (Figura 34).
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DISCUSION

En el presente trabajo se llevo a cabo un screening genémico en una coleccion de mutantes
completamente secuenciada para identificar los genes de C. trachomatis importantes para la
recuperacion del estrés inducido por IFNy y/o penicilina. Mediante transferencia horizontal de
genes, analisis del fenotipo de cepas recombinantes, mutagénesis sitio-dirigida por TargeTron y
complementacion se encontré que el gen ptr, que codifica una proteasa secretada pobremente
caracterizada, es necesario para una rapida recuperacion de la persistencia inducida por IFNy,
pero no del estrés inducido por la penicilina. Por otra parte, mediante un abordaje similar, se
revel6 que el gen pmpC, perteneciente a una familia de proteinas tinica de los Chlamydiales, es

necesario para una correcta recuperacion del estrés inducido tanto por IFNy como por penicilina.

En el primer capitulo de la seccién Resultados se utilizé una libreria de cepas de C. trachomatis
quimicamente mutagenizadas (Kokes et al., 2015) como herramienta para identificar genes de C.
trachomatis potencialmente involucrados en la persistencia, especificamente para mutantes con
problemas en la generacion de progenie infecciosa tras la recuperacion del estrés inducido por
IFNYy y/o penicilina. El hecho de que las mutantes generaran menor progenie infecciosa luego de
uno/otro o ambos estresores muestra claramente que los mecanismos implicados en la
persistencia son dependientes del estresor en cuestiéon. Este abordaje simultdneo permitio
estudiar de manera concreta factores involucrados en mas de un tipo de estrés, como pmpC, o
factores que son importantes especificamente para un estresor, como fue el caso de ptr. Cabe
destacar que la coleccion de mutantes quimicas que fue utilizada no representaria una condicion
saturada, es decir que podria haber un mayor nimero de genes involucrados en persistencia que
no formen parte de los resultados del screening. Para aumentar la saturacion podria generarse
una libreria de mutantes aumentando la concentracion del agente mutagénico (EMS/ENU) y/o el

numero de mutantes.

Como resultado del screening se obtuvieron 8 mutantes de interés, con un promedio de 8
mutaciones por genoma (Tabla 1). Debido a cuestiones de tiempo y de la complejidad involucrada
en el seguimiento de estas mutantes, este trabajo de tesis se enfocé en M275 (P9) y M111 (P7)o.
El resto de las mutantes no fueron completamente caracterizadas; sin embargo, son oportunas

algunas observaciones.

El rol de la proteasa Ptr en persistencia indica que su papel como proveedora de aminoacidos
podria ser crucial como se discutird més adelante (Figura 35). La cepa M783 (P2) presenta 14

mutaciones que la diferencian de la cepa parental, siendo una de ellas la mutacion en pmpG
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(G52S) a la que se hizo referencia en el capitulo 3. De manera interesante en cuanto a la
importancia de la disponibilidad de aminoacidos, M783 también presenta una mutacién no
sinbnima en leuS (G739D). LeuS es una leucina-tARN sintetasa, encargada de unir
covalentemente la leucina con su ARN de transferencia especifico. Esta mutacién podria ser
responsable de la falla en la recuperacion del estrés inducido por IFNy ya que se ha observado que
inhibidores de los tARN tanto de leucina como de tript6fano generan un estado persistente similar
al inducido por el IFNy (Hatch & Ouellette, presentado en CBRS 2019, no publicado). Al mismo
tiempo, M783 presenta una sustitucion en oppC2 (V1131). oppC2 es una permeasa tipo ABC que
permite el transporte de oligopéptidos cuya actividad también podria ser importante frente a la
deprivacion de nutrientes. Cabe destacar, no solo estas mutaciones por separado podrian estar
involucradas en la recuperacion deficiente de la persistencia, sino que podria existir un sinergismo
entre ellas. Ademas, en la mutante M123 (P4) también se encuentra una mutacion en oppC2
(D316N). Seria interesante entonces, analizar el fenotipo de mutantes nulas en los genes pmpG
/leuS /oppC2 isogénicas con la cepa Wt para confirmar el rol putativo de cada uno de ellos en

persistencia.

Por otra parte, en M225 (P5) se encuentran mutaciones en clpX (P141S) y en clpC (F642L).
Ambos genes codifican proteinas involucradas en el sistema de proteasas caseinoliticas “ClpP”
conservado en la mayoria de las especies bacterianas. Ademas de la homeostasis proteica y la
degradacion de proteinas mal plegadas, CIpP tiene un rol clave en regular la division celular, la
tolerancia al estrés, virulencia, diferenciaciéon morfolégica, motilidad, secreciéon y resistencia
antibiotica en otras bacterias (Ingmer and Brondsted, 2009; Culp and Wright, 2017). Las
proteasas Clp son estructuras formadas por dos anillos de subunidades ClpP flanqueados por
anillos de una de varias posibles ATPasas Clp, entre ellas ClpX y ClpC. Independientemente de
ClpP, las ATPasas Clp tienen actividad chaperona y cuando se unen a ClpP determinan la
especificidad de sustrato (Ingmer and Brondsted, 2009). Chlamydia spp. presenta 5 genes clp:
clpX, clpC, clpB y dos paralogos clpP (Wood et al., 2019). Este sistema podria tener un rol en el
turnover del proteoma degradando proteinas especificas de cada estadio, incluyendo en los aRBs.
Sin embargo, el sistema Clp todavia no ha sido bien caracterizado en Chlamydia y resta explorar

su papel en persistencia.

Asimismo, resulta llamativa la presencia de una mutacioén en el gen ctlo196 que codifica para
una metaloendopeptidasa perteneciente a la familia M16 (al igual que ptr) en la mutante M891.
CTLo0196 posee dominios peptidasa M16 (aa 54-175), M16C (aa 201-385), M16C_assoc (aa 459-
707) y M16C (aa 718-884) de acuerdo con Pfam. La mutacién P256S ocurre en uno de los dominios

M16C. En el caso de que esta sustitucién afectara la actividad proteica, podria indicar que
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CTLo196 cumple una funcién similar a Ptr. Ademéas, M891 presenta una mutacién en cpa

(ctlo233), que codifica para una proteasa perteneciente a la familia S41 de peptidasas C-terminal.

En conjunto, el hecho de haber confirmado la participacion de la proteasa Ptr en el estrés
inducido por IFNy (Capitulo 2) sugiere que otras proteasas, que presentaban mutaciones en las
cepas que no se recuperaron apropiadamente de la persistencia, podrian cumplir roles similares.

La posible funcién de cada una de ellas deber4 ser confirmada en futuros estudios.

En el segundo capitulo, se caracteriz la cepa mutante M275, que mostré una recuperacion
deteriorada del IFNYy, pero no el estrés inducido por la penicilina. Este mutante albergaba 6 SNV,
uno de ellos conducia a una mutacion nonsense en ptr. El gen ptr fue interrumpido con un intréon
de tipo II generando una cepa nula para ptr (L2 ptr :: GII) que reprodujo el defecto observado
para M275. Ademas, la complementacion de la expresion de Ptr a partir de un vector plasmidico
restauro la generacion de progenie infecciosa después del estrés inducido por IFNy, lo que indica

que Ptr participa en la persistencia inducida por IFNy en C. trachomatis.

El gen ptr codifica una proteasa secretada no caracterizada, que comparte una identidad del
23% con la proteasa I1I dependiente de zinc de E. coli K-12 (Pitrilisina, una enzima periplasmica
que degrada péptidos pequenos). Ptr pertenece a la familia de las peptidasas M16 e incluye un
motivo conservado entre los aminoacidos 105-109 (H-X-X-E-H) en la secciéon N-terminal
involucrado en la actividad enziméatica en Pitrilisina. Las histidinas coordinan el zinc y el
glutamato esta involucrado en la actividad catalitica (Becker and Roth, 1992). Sera interesante
determinar la importancia de cada uno de estos residuos en el papel de Ptr frente a la persistencia
para confirmar la relevancia de su actividad proteasa. En las mutantes de la coleccion que fueron
capaces de recuperarse del estrés de manera similar a la cepa Wt no se encontraron mutaciones
en el sitio activo predicho, pero si en otros dominios de ptr. Esto indica que la actividad proteasa

de Ptr podria estar involucrada en la recuperacion del estrés inducido por IFNy.

Un analisis de la base de datos InterPro de la secuencia aminoacidica de Ptr muestra que la
arquitectura de los dominios de esta proteina es compartida por otras peptidasas de especies
relacionadas y distantes. Por ejemplo, un ortélogo en Saccharomyces cerevisiae es un
determinante morfologico del patréon de gemacion (Fujita et al., 1994) y la enzima degradadora
de insulina de Vibrio vulnificus (26% similitud) es un factor de virulencia (Ryu et al., 2012).
También hay un ortélogo en humanos, la enzima que degrada insulina, que presenta un 23% de
similitud con Ptr de C. trachomatis LGV-L2. Estos datos muestran que Ptr es una proteasa
conservada con funciones especie-especificas, probablemente debido a sus diferentes targets. La

proteina Ptr se encuentra altamente conservada en los serovares de C. trachomatis (> 99% de
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identidad), mientras que el nivel de identidad con los ort6logos de Ptr varia considerablemente
entre las especies de Chlamydia (C. muridarum 82%, C. pneumoniae 47% y C. psittaci 46%). Por
ende, esta proteina podria no cumplir las mismas funciones en las diferentes especies de
Chlamydia.

Un screening que fue publicado durante el desarrollo de esta tesis utiliz6 también una libreria
de mutantes quimicas, obtenida a partir de C. trachomatis LGV-L2 que expresaba
constitutivamente GFP, para buscar genes de C. trachomatis involucrados en la persistencia
inducida solamente por IFNy. Sin embargo, su lectura primaria fue el nimero de inclusiones
formado en condiciones de recuperacién de IFNy (Muramatsu et al., 2016). En el screening
mencionado, el estrés inducido por IFNy se logré6 mediante el tratamiento previo de las células
HeLa durante 24 h con 10 ng/mL de IFNy seguido de una infeccién durante 24 h en presencia del
factor estresante, mientras que la recuperacion se evalué 24 h después de la eliminaciéon del
estresor y el agregado de indol. El screening llevado a cabo en este trabajo de tesis, fue diferente
debido a que se utiliz6 una biblioteca de mutantes L2 resistentes a la rifampicina y la lectura se
baso en la cuantificacion de la generacion de la progenie infecciosa tras la recuperacion de la
condicién de estrés (penicilina o IFNy). Otra diferencia es que se utilizé 15 ng/mL de IFNy para
la induccidn de estrés y se evalud la recuperacion 24 h después de que las células se lavaron y se
repusieron con medios suplementados con un exceso de triptéfano. Al haber evaluado la
recuperacion luego del agregado de indol (precursor del triptéfano), Muramatsu y colaboradores
encontraron una mutante en trpB defectuosa en la recuperaciéon, como es predecible. Cabe
destacar que en ese trabajo identificaron una mutante defectuosa para la recuperaciéon de la
persistencia inducida por IFNy, Sips (Sip: sensible a la persistencia inducida por IFNy), que
albergaba una sustitucién en Ptr/CTLo175 (P831S) y en CTL0641 (H37Y) (Muramatsu et al.,
2016). Sin embargo, esta mutante no fue caracterizada en profundidad, por lo que sigue siendo
desconocido si la sustitucién de aminoacidos en el segundo dominio M16C de Ptr estaba
involucrada en el defecto de persistencia en esta cepa. Por otro lado, la mutante Sip2 del mismo
estudio presenta una sustitucion en ctlo225, un transportador de aminoacidos neutros
(Muramatsu et al., 2016). Ademas, estos investigadores observaron que el IFNy genera una
deplecion general de aminoacidos en células HeLa, que podria deberse a un aumento en la sintesis
de proteinas y el cargado de tARNs (Muramatsu, 2017). Cabe destacar que la concentracion libre
de triptéfano es mucho menor al resto de aminoacidos a cada tiempo del tratamiento con IFNy
analizado tanto en células infectadas o no, lo que sugiere que IDO es el tnico factor del
hospedador que esta activamente degradando un aminoacido (Muramatsu, 2017). Es probable

que la proteina Ptr sea responsable de contrarrestar el efecto de esta citoquina en las células al
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aumentar la disponibilidad de aminoacidos. Quizas seria 1til para responder esta pregunta un
abordaje experimental similar al utilizado por Nelson y colaboradores para determinar la
cantidad de aminoacidos libres disponibles en una cepa nula para ptr versus una cepa Wt frente
al tratamiento con IFNy. Por otra parte, podria hipotetizarse que Ptr posee targets especificos
cuyo clivaje podria desencadenar una respuesta necesaria frente al estrés. Ambas hipotesis
deberan ser exploradas en un futuro, aunque es tentador especular con un modelo donde Ptr
genera la disponibilidad de aminoacidos necesaria para una correcta recuperacion a través de su

actividad proteasa (Figura 35).
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Figura 35: Modelo propuesto para la accion de la proteina Ptr frente a la persistencia inducida por
IFNYy. En base a resultados publicados por otros investigadores y a resultados propios, se esquematizan escenarios
probables frente al estrés inducido por IFNy y la recuperacion. El interferén gamma desencadena una cascada de
sefalizacion que genera el aumento de la expresion de indoi, gen que codifica para la enzima IDO1 que degrada el
triptofano libre (Trp) a N-formilquinurenina (K). Esto genera un estrés nutricional para C. trachomatis que ingresa a
persistencia. En el caso de una cepa Aptr, ain luego de remover el estresor, no es capaz de recuperarse del estrés y se
observo menor generaciéon de unidades formadoras de inclusion (IFUs), menor diferenciacion de RB a EB y menor tasa
de replicacion. Por otra parte, en una cepa que expresa Ptr (Wt), esta proteasa es capaz de proveerle aminoacidos que
son utiles para enfrentar el estrés al degradar proteinas presentes dentro de la inclusion clamidial. De manera analoga,
al remover el estresor, la actividad proteasa podria degradar debries remanentes ricos en proteinas y generar los
nutrientes necesarios para que C. trachomatis retome rapidamente su ciclo replicativo.

Los resultados obtenidos indican que la anulacion de la expresion de Pir genera un defecto en

la recuperacion luego del estrés inducido por IFNy debido a una diferenciacion de RB a EB
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deteriorada y una acumulacion de genoma reducida. Muramatsu y colaboradores también
encontraron tasas alteradas de acumulacién de genoma y generacion de EBs durante la
reactivacion de mutantes Sip (Muramatsu et al., 2016). Por ejemplo, Sip6 (CTL0694FPosL)
present6 replicacion del genoma desacoplada de la produccion de EBs, mientras que Sip2
(CTL02255%77E) mostr6 una acumulacion de genoma disminuida y retardada. Estos hallazgos
sugieren que la alteracion en la acumulacion del genoma y en la transicion de RB a EB pueden ser

una causa de fallo en la recuperacién del estrés inducido por IFNy.

Se encontro6 previamente que la expresion del gen ptr en C. trachomatis L2 era relativamente
constante a nivel transcripcional entre 9 y 18 hpi en una condicién no tratada y no se observaron
cambios significativos en condiciones de falta de hierro (Brinkworth et al., 2018). Un estudio
transcripcional centrado en la persistencia y reactivacion inducidas por IFNy en C. trachomatis
serovar D inform6 que los niveles de transcripcion ptr se redujeron aproximadamente 2 veces
durante el tratamiento y la eliminaciéon de IFNy (Belland et al., 2003). Los estudios de prote6mica
informaron que la proteina Ptr se expresa en todas las formas de desarrollo de C. trachomatis
(Saka et al., 2011; Ostergaard et al., 2016; Skipp et al., 2016). La proteémica llevada a cabo por
Saka et al. y Skipp et al. encontr6 que Ptr se expresa en niveles mas altos en los RB en comparaciéon
con los EB, y se encuentra en las 30 proteinas mas abundantes en los RB de C. trachomatis L2
(Saka et al., 2011; Skipp et al., 2016). El estudio protedémico realizado por Ostergaard et al. se llevd
a cabo en C. trachomatis serovar D y report6 que los niveles de Ptr no cambiaron
significativamente en EB, RB o0 aRB (Ostergaard et al., 2016). Curiosamente, este estudio encontré
que bajo el estrés inducido por IFNy, el proteoma de C. trachomatis acumula niveles més bajos
de proteinas con alto contenido de triptéfano. Dado que la secuencia aminoacidica de Ptr de C.
trachomatis posee un contenido de triptéfano relativamente bajo en comparacién con su
homologo de E. coli, se ha sugerido que esta proteasa ha evolucionado para expresarse bajo la
deprivacion de triptéfano inducida por IFNy (Lo et al., 2012). En este trabajo, no se logré medir
de manera confiable los niveles de expresion de la proteina Ptr por western blot, ya que el
anticuerpo que fue generado solo funcion6 para inmunofluorescencia. La observacion realizada
mediante microscopia de fluorescencia sugiriendo que los niveles de Ptr parecen mayores a 24
hpi en comparacién con 48 hpi esta de acuerdo con los datos protedmicos anteriores que
muestran que Ptr esta enriquecida en RBs en comparacion con los EBs (Saka et al., 2011; Skipp et
al., 2016). En un futuro, seria interesante evaluar la implicancia de ptr frente a otros estresores
no explorados en este estudio, por ejemplo, ante la deprivacion de hierro. Ha sido demostrado
recientemente que la falta de hierro en las células hospedadoras, que puede ser desencadenada

por la respuesta inmune, lleva a la activacion del operoén triptéfano en C. trachomatis mediada
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por la liberacion de YtgR desde una region intergénica presente en este operon (Pokorzynski et
al., 2019). La proteina YtgR funciona como un represor transcripcional dependiente de hierro
para autoregular la expresiéon de su oper6on representando el tinico regulador transcripcional
dependiente de hierro en C. trachomatis (Pokorzynski et al., 2019). Este estudio muestra que
frente a la falta de hierro C. trachomatis se prepara para la falta de triptéfano, y abre nuevos
interrogantes en cuanto a mecanismos compartidos en la respuesta al estrés. ¢Podria ser
importante la funciéon de Pir en el estrés inducido por la falta de hierro? En un estudio
transcripcional previo del mismo laboratorio encontraron niveles incrementados del gen ptr en

la condicién estresada pero las diferencias no fueron significativas (Brinkworth et al., 2018).

Los estudios de inmuno-localizacién y fraccionamiento celular realizados indican que Ptr se
libera en el espacio luminal dentro de la inclusidon, donde se puede encontrar fuera de las células
bacterianas. Curiosamente, se encontr6 un subconjunto de moléculas de Pir estrechamente
asociado a la proteina CT143 secretada por el sistema de secrecion tipo III, que también se ha
demostrado que se localiza dentro de la inclusion pero fuera de las particulas clamidiales (da
Cunha et al., 2017). Esta asociacién, sin embargo, no indica necesariamente que estas dos

proteinas interactiien y si hay una implicacién funcional para esta asociacién, aiin no ha sido
dilucidado.

Con el objetivo de evaluar el impacto mas amplio de ptr durante la infeccion, se utiliz6 un
modelo murino de infecciones del tracto genital de C. trachomatis. Los modelos animales
constituyen una herramienta valiosa para evaluar los resultados de la infeccién y la virulencia
bacteriana en el contexto complejo de un organismo completo. Schoborg y sus colegas
desarrollaron el primer modelo animal para estudiar la persistencia de Chlamydia, al infectar el
tracto genital femenino de ratones tratados con amoxicilina con Chlamydia muridarum (Phillips
Campbell et al., 2012). Este modelo representa una herramienta valiosa para estudiar la
persistencia inducida por la penicilina. Sin embargo, en la actualidad no se han desarrollado
modelos animales para caracterizar el estrés inducido por IFNy y su reactivaciéon. Esto podria
deberse en parte a las dificultades para controlar la adicion y eliminacién del estresor, dado que
el IFNy es producido naturalmente por las células inmunes en el animal infectado. Otra barrera
es el hecho de que el IFNy desencadena diferentes respuestas anticlamidiales en células murinas

frente a células humanas (Schoborg, 2011).

Se observo que, a 14 dpi, la cepa ptr knock-out permanecié en los tejidos con aumentos
moderados en la carga bacteriana tanto en las secreciones vaginales como en los tejidos uterinos

en comparaciéon con la cepa de tipo salvaje. La razon por la que ptr knock-out produce un
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clearance deficiente en el tracto genital de los ratones no esta clara, pero no se obtuvieron pruebas
de que se deba a la recuperacion defectuosa del estrés inducido por IFNy observado in vitro. Se
podria hipotetizar que un menor clearance se asocia con una mejor capacidad de la cepa KO para
evadir el sistema inmune o permanecer “oculta”. En ese sentido, Ptr es un antigeno
inmunodominante en mujeres infectadas con C. trachomatis genotipo D (Murthy et al., 2006;
Murthy et al., 2007; Wang et al., 2010). Ademas, como anticuerpos anti-Ptr han sido detectados
en ratones infectados, pero no en ratones inmunizados con organismos inactivados, Pir se
considera un antigeno dependiente de la infeccion (Murthy et al., 2006; Murthy et al., 2007;
Wang et al, 2010). La proteina Ptr también ha sido descripta como un antigeno
inmunodominante en la triquiasis tracomatosa (Lu et al., 2012). Por un lado, una cepa Aptr podria
generar una respuesta inmune distinta a la cepa Wt y por ello permanecer durante mas tiempo en
el tracto genital murino. Por otra parte, un trabajo reciente de Somboonna y colaboradores
reporta que una cepa con mutaciones en el operoén triptéfano, ergo incapaz de utilizar el indol de
la microbiota para salir de la persistencia inducida por el IFNy, es capaz de persistir en el tracto
genital de una paciente a lo largo de 4 afios representando un caso de persistencia in vivo en
humanos (Somboonna et al., 2019). El hecho de que una cepa que contintia en persistencia mas
tiempo (hasta que disminuye el IFNy y vuelve a aumentar el triptéfano disponible) es capaz de
persistir més tiempo en el tracto genital femenino apoya los resultados obtenidos en el modelo

murino para L2 ptr::GII.

Como conclusion del segundo capitulo, se proporcion6 evidencia de que Ptr, una proteasa
putativa poco caracterizada y secretada, participa en la salida de C. trachomatis del estrés
inducido por IFNy, pero no del estrés inducido por penicilina in vitro debido a una transicion de
RB a EB disminuida y una tasa reducida de replicaciéon del genoma. El mecanismo molecular
preciso mediante el cual Ptr media estos efectos queda por determinarse. Dado que el estrés
inducido por IFNy en células humanas en C. trachomatis estd mediado principalmente por la
privacion de triptéfano y genera disminucion a nivel general del pool de aminoacidos disponible,
es tentador especular que la proteasa Ptr puede ser til como proveedor de aminoacidos durante
la recuperacion. Esto podria explicar por qué la pérdida de la proteina Ptr estd asociada a una
recuperacion deteriorada frente al estrés inducido por IFNy, pero no por la penicilina. Otros
estudios con cepas que alberguen mutaciones en el sitio activo de la proteasa podrian ser ttiles
para descubrir el papel potencial de la actividad peptidasa durante el estrés y la recuperacion

inducidos por IFNy.

En relacion al tercer capitulo, se enfoc6 en la participaciéon de las proteinas Pmps en

persistencia clamidial, ya que 4 de las 9 Pmps presentes en C. trachomatis presentaron
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mutaciones en el screening. No se ha reportado hasta el momento la participaciéon de esta familia
de proteinas en persistencia. En el caso del estresor IFNy un estudio de protedmica indica que,
excepto Pmpl, la expresion de las Pmps es similar en los RBs y los RBs aberrantes (Ostergaard et
al., 2016). En cuanto a penicilina como estresor, se ha observado disminucion en la transcripcién
de varios de los genes pmps (Carrasco et al., 2011), inhibicion en el clivaje y secrecion del dominio
pasajero (PD) de PmpD (Kiselev et al., 2007) y cambios en el patréon de distribucion de PmpA
(Carrasco et al., 2011). Esto indica que es probable que las Pmps cumplan un rol en la respuesta
clamidial al estrés que todavia no ha sido caracterizado. Quedan muchos interrogantes por
responder. ¢Todas las Pmps son importantes en persistencia? ¢Su papel depende del estresor en
cuestion? ¢Cada una cumple un rol especifico? ¢La formacion de hetero-oligomeros y/o el clivaje

y secrecion de PDs generan un sefialamiento involucrado en la recuperacién de la persistencia?

En el seguimiento de las mutantes en Pmps se encontraron dificultades para trabajar con las
recombinantes aisladas (cepas pmpA (-), pmpB(-), pmpC(-)). Estas recombinantes son
resistentes a rifampicina, al igual que la cepa parental RifR, y a espectinomicina. Se ha observado
que ciertas mutaciones que confieren resistencia a espectinomicina son perjudiciales para el
fitness en C. psittaci (Binet and Maurelli, 2005). Podria hipotetizarse que ambas resistencias
antibidticas perjudican la cinética de crecimiento de estas cepas, como se ha observado
previamente al intentar realizar recombinantes (Muramatsu et al., 2016; Muramatsu, 2017).
Debido a la imposibilidad de trabajar con estas cepas que presentaban una menor produccién de
progenie infecciosa en condiciones no tratadas, el proximo paso fue obtener mutantes nulas en
cada uno de los genes mediante inserciéon de intrones tipo II. A pesar de que se obtuvieron los
plasmidos necesarios para transformar C. trachomatis y obtener mutantes nulas en pmpA/B/C;
solo fue factible aislar cepas nulas para pmpC (L2 pmpC::GII). Debido a que no se consiguié una
insercion exitosa luego de multiples intentos de transformacion en C. trachomatis con estos
vectores, es probable que una insercion en pmpA o pmpB no sea factible ya que estos genes
forman parte de un operén en el genoma clamidial (Figura 26), y la insercién podria ocasionar
efectos polares. Por otro lado, cabe mencionar que el sistema TargeTron de anulacion sitio
dirigida de genes, si bien es probablemente el que mejor funciona para Chlamydia, nuestra
experiencia y la de otros grupos sugiere que no todos los genes pueden inactivarse con la misma
eficiencia. De hecho, algunos genes pueden inactivarse en el primer o segundo intento mientras
que otros no, a pesar de multiples intentos. Queda pendiente obtener mutantes limpias que no
ocasionan efectos polares mediante FLAEM (detallado en la introduccién) (Keb et al., 2018),

técnica descripta muy recientemente y bajo el dominio de un solo laboratorio hasta el momento.
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Luego de obtener la cepa nula para pmpC, L2 pmpC::GII, se intent6 complementarla. El gen
pmpC fue clonado exitosamente en el vector pPBOMB4R-MCI pero las cepas transformantes
aisladas por ensayo de placa no expresan PmpC-FLAG como era esperable, ni complementan los
fenotipos analizados. Debido a la presencia de secuencias repetitivas en este gen y al gran tamano
del mismo es posible que hayan ocurrido eventos de recombinaciéon que no permitan la expresion
del mismo o que en el ensayo de placa se hayan aislado cepas que habian perdido el inserto (o
parte de él). Otra posibilidad es que no sea posible expresar pmpC bajo el promotor de rpoB, ya
que se trata de una expresion alta de manera constitutiva. Se plantea intentar la complementacién
en un vector de expresion inducible. Idealmente la complementacion deberia realizarse en una
nueva generacion de vectores (Cortina et al., 2019) que no presenten resistencia a beta-
lactdmicos, como la familia pBOMB, para poder evaluar el comportamiento de la cepa
complementada frente al estrés inducido por penicilina ademas de por IFNy. Hasta el momento,
no fue posible evaluar el efecto de la complementacion de la expresion de PmpC en persistencia.
Del mismo modo, los intentos de expresion de 5 fragmentos de Pmps recombinantes no fueron
exitosos. Una posibilidad es que los vectores de expresion, que poseen secuencias repetitivas, no
sean estables y ocurran re-arreglos que ocasionen cambios en el tamano de la proteina producida.
En un futuro, las distintas variantes de los genes pmps obtenidas pueden ser utilizadas para re-
intentar la expresién en nuevos vectores de expresion o en otras cepas y/o condiciones, aunque
cabe mencionar, se han intentado varias condiciones de induccién con iguales resultados
negativos. Una de las opciones a explorar es utilizar una cepa de E. coli que exprese tARNs no
convencionales, por ejemplo, BL21 CodonPlus (ThermoFisher). Sin embargo, es importante
considerar que se han reportado intentos fallidos de la sobre-expresion de estas proteinas
complejas de membrana (PmpA, PmD y Pmpl de C. trachomatis Ser. E) en varias cepas de E. coli,
por ende, esta no seria la mejor plataforma de expresion. En ese trabajo de tesis, solo pudieron
expresar algunos de los dominios barril beta, pero estos se agregaban en cuerpos de inclusion
insolubles atin en urea 8M (Vickers, 2013). Unicamente obtuvieron resultados positivos, aunque
con bajo rendimiento, utilizando un sistema de expresion libre de células MembraneMax
(ThermoFisher) mediante el cual pudo expresarse el dominio pasajero (PD) de PmpA que no
habia podido ser expresado en E. coli (Vickers, 2013). Otra posibilidad, con el objetivo de
expresion de las Pmps, es adaptar la secuencia al uso de codones en E. coli para lograr una
traduccién més eficiente. Ya que no fue posible obtener la cantidad de proteina necesaria para
realizar inmunizaciones se decidi6 seleccionar pequefnos péptidos dentro de estas proteinas y
utilizarlos para inmunizar, unidos a hemocianina de lapa californiana (KLH) para generar una

respuesta mas robusta. Estamos atn abocados a la obtencion de anticuerpos contra estos
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péptidos, ya que nos permitira continuar con el estudio de las Pmps y evaluar su expresién a lo
largo del ciclo, su localizacion y deméas. Un ensayo de neutralizacion incubando EBs con
cantidades crecientes de este anticuerpo también permitira estudiar el rol de PmpC en invasion,

como se ha reportado para PmpD (Wehrl et al., 2004).

A pesar de las dificultades encontradas en el estudio de las Pmps, se obtuvo evidencia por
primera vez de la participacion de PmpC en persistencia como un factor importante compartido
entre el IFNy y la penicilina. Tanto la mutante quimica M111 como L2 pmpC::GII (cepas ApmpC)
presentaron un defecto en la generacion de IFUs luego del estrés inducido por IFNy o penicilina.
Aunque, como se mencioné anteriormente, los esfuerzos por complementar este fenotipo no
fueron exitosos hasta el momento. El desarrollo de anticuerpos contra esta proteina y la
complementaciéon de su expresion permitiran confirmar su rol en persistencia. Es dificil
hipotetizar cual es el rol que esta proteina cumple en persistencia, ya que poco se sabe acerca de

las funciones de esta familia de proteinas clamidiales.

Las Pmps forman complejos hetero-oligoméricos en la superficie bacteriana (Swanson et al.,
2009; Favaroni, 2017). Esto podria explicar que, a pesar de una redundancia aparente entre las
Pmps adhesivas, interferir con las propiedades de adhesion de una Pmp, por ejemplo incubando
con esa Pmp recombinante o utilizando suero contra esa proteina, disminuye significativamente
la infeccion bacteriana (Becker and Hegemann, 2014). Notablemente, hay Pmps que se expresan
en mayor medida en el RB, indicando que su rol en la infeccion no estaria restringido a la adhesiéon
de los cuerpos elementales. Por ejemplo, PmpC es detectada en ambas formas de desarrollo
(Skipp et al., 2005; Saka et al., 2011; Ostergaard et al., 2016; Skipp et al., 2016), generalmente en
mayor proporcion en los cuerpos reticulares (Saka et al., 2011; Skipp et al., 2016). La mayoria de
las Pmps presentan cisteinas en el barril beta que participan de la formacion de puentes disulfuro
que le otorgan estabilidad y rigidez a la membrana del EB, y muchas de ellas forman parte
minoritaria del COMC; mayormente constituido por MOMP, OmcA y OmcB (Liu et al., 2010). Es
decir, las proteinas Pmps son importantes también para la estructura de la membrana clamidial.
Por mucho tiempo se consider6 la falta de detecciéon de peptidoglicano como la “anomalia
clamidial”. En la actualidad, se conoce que C. trachomatis presenta un anillo de peptidoglicano
en ciertos momentos para facilitar la division y controlar la modulacién inmune de manera
apropiada (Liechti et al., 2016). Bajo el tratamiento con beta-lactdimicos se observa la
incorporacion de precursores de peptidoglicano pero no se logra una morfologia apropiada en los
aRBs (Liechti et al., 2014), lo que indica que el cross-linking llevado a cabo por las PBPs es
necesario para construir el anillo y mantener una divisién celular funcional. Teniendo en cuenta

el rol estructural de las Pmps y el hecho de que la penicilina interfiere en la divisiéon celular de
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estas bacterias es esperable que el rol de PmpC y de otras Pmps potencialmente involucradas esté
relacionado a su presencia en la membrana del aRB que debe transicionar a RB y dividirse para
retomar el ciclo. Queda por determinarse si este papel es meramente estructural o estaran

involucrados otros factores.

En relacion a otro objetivo logrado en este trabajo, con las primeras mutantes de C.
trachomatis en pmpA/B/C se pudo demostrar que estas Pmps participan del proceso de invasion
celular, aunque no son esenciales frente a la adherencia a las células epiteliales. Como se sefiald
con anterioridad el hecho de que posean funciones redundantes en adherencia, pero la falta de
cada una de ellas genere menor invasion, podria relacionarse a la formaciéon de homo- y hetero-

oligbmeros con diferente composicion.

Curiosamente, la falta de pmpCy no de pmpA o pmpB genera agregados dentro de la inclusion.
Este fenotipo no se recupera cuando estan presentes bacterias Wt en la misma inclusion indicando
que se trata de un fenotipo dependiente del genotipo de cada bacteria y no de un factor soluble
que se libera y puede actuar en forma paracrina. Resta evaluar el comportamiento de las cepas
ApmpC en co-infecciones con mutantes nulas en otras Pmps. A la luz de los resultados obtenidos,
la presencia de PmpC en la membrana es importante para garantizar la libertad de movimiento
dentro de la inclusion, pero no afecta la capacidad de generar progenie infecciosa, al menos bajo

condiciones de cultivo celular no estresantes para la bacteria.

En un futuro, sera interesante explorar el comportamiento de las cepas mutantes en los genes
pmps in vivo. Considerando que el gen pmpC ha resultado un factor importante en el estrés
inducido por penicilina, deberia compararse la actuacion de una cepa ApmpC frente a la cepa Wt
en el modelo de persistencia reportado por el laboratorio del Dr. Schoborg (Phillips Campbell et
al., 2012). Para poder llevar a cabo ese experimento, es necesario obtener previamente mutantes
nulas para pmpC en C. muridarum, lo que no representa una tarea trivial ya que la manipulacién
genética en esa especie no ha sido tan desarrollada como en C. trachomatis. También se propone
estudiar el posible rol de las demés proteinas Pmps en persistencia por lo que se plantea obtener
mutantes nulas en cada una de los respectivos genes y analizar su fenotipo. Esto permitira
determinar si exclusivamente PmpC es importante o es una funcién compartida por la familia

Pmp como lo es la adherencia a las células del hospedador.
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Conclusiones

De manera resumida, el screening llevado a cabo permiti6 identificar genes involucrados en la
persistencia inducida por IFNYy y/o penicilina. Se ahondo6 en la validacién y el seguimiento de las
mutantes M275 y M111. Sin embargo, hay multiples mutantes/genes resultantes del screening
cuyo estudio queda pendiente y permitira continuar contribuyendo al estudio de la persistencia
en trabajos posteriores. Como principales conclusiones se identificaron dos factores involucrados

en persistencia: Ptr y PmpC.

Se postula una actividad proteasa para Ptr, y en este trabajo de tesis se demostrd que participa
en la recuperacion de C. trachomatis de la persistencia inducida por IFNy pero no por penicilina
in vitro. La falta de Ptr genera una reduccion en la generacion de IFUs post-estrés inducido por
IFNy debido a una falla en la diferenciacion de RB a EB y a una menor tasa de acumulacién del
genoma. Mientras que la expresion de Ptr rescata el defecto en la produccion de IFUs post-estrés.
La proteina Ptr es secretada al lumen de las inclusiones clamidiales y la falta de Ptr resulta en un

menor clearance en el tracto genital de ratones hembra.

Por otra parte, la proteina PmpC participa en la recuperacion de C. trachomatis de la
persistencia inducida por IFNy y por penicilina in vitro. Se observa una menor tasa de invasion
en cepas nulas para PmpA, PmpB o PmpC pero la adherencia no se ve afectada. Ademas, PmpC

posee un “efecto repelente” evitando la formacién de agregados dentro de la inclusion.

Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se abre un abanico de posibilidades
para continuar con el estudio de la persistencia clamidial. Una de ellas es extender el estudio de
los genes identificados con los estresores mas caracterizados, IFNy y penicilina, a otros estresores,
por ejemplo, la deprivacion de hierro, para identificar factores globales de la respuesta al estrés
clamidial y diferenciarlos de factores involucrados en un tipo de estrés especifico. Asi también,
es necesario realizar la validacién de la participaciéon de genes resultantes del screening no

abordados en esta tesis, como el caso de leuS, que se menciond en la discusion.

En cuanto al caso particular de la proteina Ptr, al haber confirmado su importancia en la
persistencia inducida por IFNy, se plantea estudiar si esa funcién esta asociada a su actividad
proteasa. En ese sentido, sera util lograr la expresion de Ptr recombinante y evaluar su actividad

frente a diferentes blancos como asi también expresar Ptr recombinante con el sitio activo
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putativo mutado en cepas Aptry evaluar su capacidad para sobrellevar el estrés. Es esperable que
estas cepas no sean capaces de complementar el defecto en la recuperacion si la actividad proteasa
est4 involucrada. Mediante experimentos de co-inmunoprecipitacion y/o pull down se podran
identificar proteinas que interactien con Ptr, siendo posibles blancos de esta proteasa, o proteinas
que se encuentran formando parte de las pequefas estructuras extra-bacterianas en el lumen de
lainclusion donde se detectaron Ptry CT143 y de las cuales no se conoce la funcion y composicion.
Asimismo, serad interesante evaluar si Ptr tiene influencia en el transcriptoma y el proteoma
mediante ensayos de secuenciamiento de ARN y proteémica, lo que podria llevarse a cabo
comparando una cepa Aptr con una cepa Wt sin tratamiento, bajo el estrés inducido por IFNy, y
durante la recuperacion. El analisis del proteoma durante la recuperacion también podria aclarar
si Ptr actia sobre un blanco especifico o no. Se estd desarrollando un modelo de ratones
humanizados (Irgm1/m3 -/-) que expresan IDO humana (Dr. Starnbach, comunicacién personal).
En estos ratones observan un menor clearance de C. trachomatis y hasta el momento representan
un modelo prometedor para la persistencia clamidial inducida por IFNy in vivo. Seré necesario
este modelo o uno similar para estudiar la importancia de Ptr en la persistencia in vivo. También
resta realizar los ensayos in vivo con la cepa complementada para confirmar con mayor certeza
que la falta de ptr per se ocasiona un clearance demorado de la bacteria en el modelo de infeccion

en animales.

En relacion a la proteina PmpC, se plantea intentar otra estrategia, por ejemplo un vector
inducible, para complementar su expresion. De manera similar a la validacion realizada con Ptr,
se propone estudiar la implicancia de Pmps resultantes del screening y demas miembros de la
familia en persistencia. Para ello, obtener mutantes puntuales, idealmente mediante la novedosa
técnica FLAEM que permite una delecion limpia (Keb et al., 2018). Luego complementarlas con
un plasmido de expresion resistente a espectinomicina para evaluar la recuperacion del estrés,
incluida la penicilina (Cortina et al., 2019). Finalmente, evaluar el comportamiento de mutantes
nulas en Pmps in vivo, para lo cual se podrian utilizar los modelos de persistencia que se estan
desarrollando (Phillips Campbell et al., 2012) (Starnbach, presentado en CBRS 2019). Por otra
parte, estudiar el mecanismo por el cual PmpC se opone a la formacién de agregados bacterianos

dentro de la inclusion. Con ese objetivo sera ttil identificar con qué proteinas interactia.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo Celular

Para el desarrollo de este trabajo de tesis se cultivaron células HeLa (CCL-2, ATCC) y Vero
(CCL-81, ATCC) en high glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Natocor) y piruvato de sodio (Gibco), sin
antibidticos, en atmosfera hiimeda en presencia de 5% de CO2 a una temperatura constante de
37°C. Para el cultivo de la linea celular inmortalizada A2EN, derivada de células epiteliales
humanas de cultivo primario de un explanto de tejido endocervical, se utiliz6 el medio KSFM
(Gibco). Las células fueron repicadas por tripsinizacion a una confluencia aproximada del 8o-
90% en placas de 10cm. Con tal fin, se realizaron dos lavados con 3mL de PBS, posteriormente se
agregd 1mL de tripsina 0,25%, se incub6 a 37°C por 3-5 minutos, dependiendo de la linea celular.
La reaccion fue detenida agregando 2mlL de medio completo y se homogenizd la suspension
celular por pipeteo. Por tltimo, la suspension celular fue repartida en el nimero de placas deseado
junto con medio fresco en un volumen final de 10mL. El congelamiento de las lineas celulares fue
realizado a -80°C (freezer) o a ~ -196°C (nitrogeno liquido). Para ello, se resuspendieron
aproximadamente 1E6 células en medio completo (FBS 10%) con 5% de DMSO en un volumen
final de 1mL y se colocaron en crioviales (Greiner). Para asegurar una correcta preservacién los
crioviales se ubicaron en un “Mr. Frosty” (Thermo Scientific) que permite una velocidad de
enfriamiento de -1°C/minuto. Al momento de descongelar los crioviales se colocaron en un batio
de agua a 37°C hasta observar la fusion completa de la suspension celular que luego fue colocada
en una placa con medio fresco. Al dia siguiente, el medio de cultivo fue reemplazado por medio
fresco. Para determinar el nimero de células se colocaron 10uL de suspension celular en una
camara de Neubauer y se efectud el recuento celular en los cuatro cuadrantes de la misma (N). El
numero de células por mililitro fue calculado con la siguiente formula: Células/mL=N/4*10.000.
Las células fueron rutinariamente chequeadas para la contaminacién con Mycoplasma utilizando

PCR como se ha descripto previamente (van Kuppeveld et al., 1992).

Cepas de C. trachomatis

En este trabajo de tesis se utilizaron las cepas: C. trachomatis L2 434/Bu (ATCC VR-902B),
una variante resistente a rifampicina “RifR” (Nguyen and Valdivia, 2012) y C. trachomatis serovar
E (ATCC VR-348BD) gentilmente cedida por el Dr. Rubén Motrich. Se trabaj6 con una colecciéon
de mutantes obtenidas por mutagénesis quimica con etil-metano sulfonato (EMS) a partir de la

cepa RifR (Kokes et al., 2015). El genoma de M275 y otras mutantes de la coleccion fue
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secuenciado como ha sido previamente descripto (Snavely et al., 2014). Las cepas recombinantes
fueron generadas por transferencia lateral y genotipeadas por TILLING (Till et al., 2006; Kari et
al., 2011; Nguyen and Valdivia, 2012). C. trachomatis L2 ptr::GII fue generada por la insercién de
un cassette de resistencia a espectinomicina (aadA) en ptr. Esta cepa fue complementada con un
derivado de pPBOMB4R-MCI (GenBank accession no. KF790909) (Bauler and Hackstadt, 2014)
que permiti6 la expresion constitutiva de Ptr-FLAG. La cepa L2 control también fue transformada
con pBOMB4R-MCI expresando Ptr-FLAG. C. trachomatis L2 pmpC::GII fue generada por la
insercion de un intrén tipo II en pmpC. Esta cepa fue luego transformada con un derivado de
pBOMB4R-MCI (GenBank accession no. KF790909) (Bauler and Hackstadt, 2014) pero este no
permiti6 la expresion constitutiva de PmpC. C. trachomatis L2 fue transformada con pMC71
(pCT143-HA) (da Cunha et al., 2017) para permitir la expresion de CT143 fusionada a un epitope
de HA. Las cepas C. trachomatis L2, pmpA(-), pmpB(-), pmpC(-) y L2 pmpC::GII fueron
transformadas con p2TK2-SW2-IncDpromoter-mcherry o p2TK2-SW2 IncDProm-RSGFP-
IncDTerm (Agaisse and Derre, 2013) para realizar los ensayos de invasiéon y formacion de
agregados. La construccion de los vectores y el protocolo de transformacion se detallan a

continuacion.

Propagacion de C. trachomatis

Las infecciones se realizaron agregando una suspensién previamente titulada de cuerpos
elementales en medio de cultivo a una monocapa celular con la multiplicidad de infeccion (MOI)
especificada en cada caso, seguido de una centrifugacion a 2.000xg, 10°C, 30 minutos.
Posteriormente las células infectadas fueron transferidas al incubador hasta los distintos tiempos
post infeccidon (hpi). Para obtener stocks bacterianos crudos las monocapas infectadas fueron
lavadas con PBS y luego se agregb agua para ocasionar la lisis celular (en voldmenes diversos
correspondiendo al multi-well utilizado), se llevaron las placas al incubador por ~ 15 minutos y se
obtuvo una suspension homogénea por pipeteo vigoroso, se agreg6 suficiente cantidad de SPG 5x
para obtener una concentracion final de 1x [1xSPG Buffer: KH.PO4 0,0038 M; K.HPO, 0,0072
M, L-4cido glutamico 0,0049 M; sucrosa 0,218 M]. Las suspensiones de Chamydia fueron
sonicadas en hielo (40% amplitud, pulso on 57, pulso off 5”; tiempo: 3x15”) y guardadas en buffer
SPG a -80°C.

Purificacion de cuerpos elementales

En primer lugar, se infectaron monocapas de células HeLa o Vero crecidas en placas de 6
pocillos (3 placas por cepa) con una MOI de 3 para asegurar un porcentaje de células infectadas

de 100%. A las 44-48 hpi se aspir6 el medio, se lavd con PBS, y se lisaron las células infectadas
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por lisis osmotica a 37°C con agua (800 uL por pocillo). Los lisados fueron centrifugados a 500xg
por 5 minutos en tubos falcon y el sobrenadante fue trasvasado a nuevos tubos eppendorf de
1,5mL. Posteriormente se los centrifugd a 25.000xg por 10 minutos a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendio6 el pellet en 300uL de SPG. La muestra fue sonicada (2 veces, punta
fina, 40% amplitud, on 57, off 1”, 15”). Se volvi6 a centrifugar (25.000xg, 10 min, 4°C) y luego de
descartar el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 200uL. de SPG y se volvié a sonicar en
iguales condiciones. Con cuidado, se agrego6 la suspension sobre un gradiente de Omnipaque en
tubo de ultracentrifuga de 2mL consistiendo de (desde arriba hacia abajo): 250uL 30%; 750uL
44% y 250uL 54%. Se centrifugo6 en ultracentrifuga a 40.000xg por 1,5h a 4°C. La aceleracion se
sete6 en media y la desaceleracion en “roller coaster” (suave). Finalmente, se colect6 la banda de
cuerpos elementales (EBs) en la interfase 54%. Se mezclaron los EBs con 10 volimenes de SPG,
se centrifugd a 25.000xg por 10 minutos, y el pellet se resuspendi6 en 200ul. de SPG. La

suspension de cuerpos elementales fue alicuotada en tubos eppendorf de 1,5mL y guardada a -
80°C.

Materiales del protocolo:
Solucién Omnipaque (90%)

¢ 9,5 mL Omnipaque 350
e 0,272 mL 5M NaCl
e 0,228 mL H,O

Total: 10 mL Soluciones gradiente:
30% 44% 54%
Solucién Omnipaque (90%) 4,5 mL 6,6 mL 8,1 mL
SPG 10,5 mL 8,4 mL 6,9 mL
total 15,0mL 15,0mL 15,0mL

Titulacion de stocks de C. trachomatis

Los stocks de Chlamydia fueron titulados como niimero de unidades formadoras de inclusi6on
por microlitro (IFU/uL). Para ello, diluciones seriadas de la suspensiéon bacteriana fueron
agregados a células Vero o HeLa sembradas en placas de 96 pocillos. A las 24-30 hpi, las células
fueron fijados con metanol frio por 15 minutos y las inclusiones se marcaron con anticuerpos

rabbit anti-Slc1 1:150 (Saka et al., 2011). Para el recuento de las inclusiones se tomaron imagenes
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con un objetivo 20x, con un microscopio de epifluorescencia Leica DMIS8 (Leica Microsystems), y

se contaron con una macro de ImageJ desarrollada como parte de esta tesis.

Screening en busqueda de mutantes defectivas para la

recuperacion de persistencia

Se prepararon 4 arreglos idénticos de las cepas mutantes para determinar: 1°) input (3o0hpi),
20) generacion de IFUs en el control no tratado (UT), 3°) generacion de IFUs luego de la
recuperacion de la persistencia inducida por interferén gamma (24h de recuperacion, 48hpi), y
4°) generacion de IFUs luego de la recuperacion de la persistencia inducida por penicilina (24 h
de recuperacion, 48hpi). Para el estrés inducido por interfer6n gamma, se sembraron células
HeLa en placas de 96 pocillos y se pre-trataron con interferéon (15 ng/mL, Peprotech) por 24h,
luego de las cuales las células se lavaron una vez con PBS y se infectaron con 5 uL de lisados crudos
celulares derivados de cada mutante en la libreria en un volumen final de 100 uL. de DMEM, 10%
FBS, IFNy (15 ng/mL) por pocillo. En el momento de la infeccién la confluencia celular era ~80%.
A las 24hpi, las células se lavaron con PBS, se agregé medio fresco (DMEM, 10% FBS, tript6fano
(1oomg/mL, Sigma-Aldrich)) y se las dejo recuperar por 24h adicionales. A las 48hpi, las células
fueron lisadas con agua para liberar las particulas infecciosas y se agreg6 un volumen apropiado
de SPG 5x para obtener una suspension final de los lisados en SPG 1x. Luego, estos lisados fueron
utilizados para llevar a cabo ensayos de generacion de IFUs y determinar la generacion de
progenie infecciosa normalizada por input (in6culo inicial). Para la persistencia inducida por
penicilina, un procedimiento similar fue llevado a cabo excepto que se agreg6 penicilina G (1
UI/mL, Sigma-Aldrich) a células HeLa en el momento de la infeccion y a las 24hpi las células se
lavaron una vez con PBS, se agreg6 medio fresco (DMEM, 10% FBS) y se dejaron recuperar por
24h con el objetivo de evaluar la generacion de progenie infecciosa a las 48hpi. Como control, se
incluyeron réplicas multiples de la cepa parental C. trachomatis L2 434/Bu con varias MOlIs (0,5;
2y 4) y fueron utilizadas para determinar los valores de corte para una recuperacion defectuosa
(seteados como 10% y 20% de IFU/input de la cepa parental para el interferon y la penicilina
respectivamente). Se considerd que todas las mutantes que mostraban una reduccién mayor a 3
veces en IFU/Input comparadas con la cepa L2 control en la condicion no tratada (UT)
presentaban un defecto de crecimiento y por ende fueron excluidas del analisis, dado que estas
mutantes generaban normalmente un menor nimero de IFUs incluso en ausencia de un estresor.
Las inclusiones se marcaron con anticuerpos rabbit anti-Slc1 seguido de Alexa Fluor 594 anti-
rabbit IgG (Life Technologies) y se utiliz6 Hoechst 33258 (Life Technologies) para tefir el ADN

de Chlamydia y de sus células hospedadoras. La obtencion de imagenes y el recuento fueron
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realizados con Cellomics HTC Arrayscan (Thermo Fisher Scientific) y las imagenes fueron
analizadas con Cellomics vHCS: View Software v1.6 (Thermo Fisher Scientific) para calcular los
valores de IFU.

Ensayos de induccion de persistencia y recuperacion con IFNyy
penicilina

Para el ensayo con interferén gamma, las células fueron sembradas y pre-tratadas con IFNy (15
ng/mL) por 24h (Ver Capitulo 1, “Modelo de induccién de persistencia con interfer6n gamma o
penicilina”). Luego, se removio6 el medio de cultivo y se infectaron las células con una MOI de 0,8
para cada cepa en presencia de IFNy (15 ng/mL). Luego de 24h, se removi6 el medio, las células
fueron lavadas con PBS, se adicion6 medio fresco con un exceso de triptéfano (DMEM, 10% FBS,
Trp 100 mg/L) y se dejo recuperar a las células a distintos tiempos. A las 48, 56 y 72 hpi
(correspondientes a 24, 32 y 48 h de recuperacion, respectivamente) se removid el medio, las
células se lisaron con agua y se resuspendieron en SPG 1x. Estos lisados fueron utilizados para
realizar ensayos de progenie infecciosa (IFUs). En resumen, se infectaron células HeLa crecidas
en placas de 96 pocillos, con diluciones seriadas de estos lisados por 30h hasta que estas células

fueron fijadas con metanol.

En el caso de la penicilina, se infectaron células HeLa con una MOI de 0,8 para cada cepay en
el momento de la infeccién se adicion6 penicilina (1 UI/mL). Después de 24h las células se lavaron
con PBS, se agregd medio libre de antibioticos (DMEM 10% FBS) y se permitio la recuperacion de
las células a distintos tiempos. A 48, 56 y 72 hpi (correspondientes a 24, 32 y 48h de recuperacion,
respectivamente) se removio el medio de cultivo, se lisaron las células con agua para liberar las
particulas infecciosas y se agreg6 un volumen apropiado de SPG 5x para obtener una suspension
final de los lisados en SPG 1x. Estos lisados fueron utilizados para enumerar la cantidad de IFUs

y determinar la progenie infecciosa como se describi6 arriba.

Las inclusiones fueron identificadas con un anticuerpo anti-Slc1 y un anticuerpo secundario
Alexa Fluor 488 anti-rabbit. Las inclusiones fueron observadas con un objetivo 20x en un
microscopio Leica DMIS8. El nimero de inclusiones fue determinado con una macro de ImageJ
desarrollada para este trabajo. Siempre se incluy6 un control de “no recuperaciéon”, estos pocillos
fueron tratados por 48, 56 y 72 hpi con penicilina o IFNy. En todos los tiempos, la progenie fue
normalizada por el input. Para calcular el input, células HeLa infectadas con una MOI de 0,8 con
cada cepa fueron fijadas con metanol a las 30 hpi y las inclusiones fueron tefiidas y cuantificadas

como ya se ha descripto.
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Transformacion de Chlamydia

Las transformaciones de Chlamydia se realizaron como se ha descripto previamente (Wang et
al., 2011) con algunas modificaciones. En resumen, se mezclaron 10E8 IFUs con 10-20 ug del
plasmido de interés en buffer CaCl2 (Buffer 5x CaCl2: 50 mM Tris pH 7.4 en 250 mM CaCl2) y se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente, homogeneizando por inversiéon del tubo cada 5
minutos. Luego, la mezcla se agregd a una monocapa confluente de células Vero sembradas en
todos los pocillos de una placa de 6 pocillos. A las 12 hpi, se adicion6 espectinomicina (Sigma-
Aldrich) 200 pg/mL o penicilina (Sigma-Aldrich) 1 UI/mL dependiendo del marcador de
seleccion que se estuviese utilizando. A las 40-48 hpi se obtuvieron lisados de las células
infectadas por lisis osmotica (Pasaje 0, Po) e inmediatamente se utilizaron para infectar una placa
de 6 pocillos con células Vero. Los pasajes se repitieron cada 40-48 h hasta la aparicion de
transformantes (P2-Px), lo que normalmente ocurri6 antes de P6. En todos los pasajes se agrego
antibidtico para la seleccion. Después de ello, las transformantes fueron purificadas por ensayo
de placa para obtener poblaciones clonales como se ha descripto previamente (Matsumoto et al.,

1998; Nguyen and Valdivia, 2012).

Ensayo de placa

El ensayo de placa fue el método utilizado para el aislamiento de poblaciones clonales de
Chlamydia. Monocapas confluentes de células Vero sembradas en placas de 6 pocillos fueron
infectadas con diluciones del lisado de interés. A las 2 hpi se removid el medio de infeccion, se
reemplazo por un agar semi-blando de DMEM/agarosa [0,5% LE agarosa (INBIO Highway), 1 x
DMEM (Gibco), 10% FBS (Natocor), 50 ug/mL gentamicina (Sigma-Aldrich), 1 x aminoacidos no
esenciales (STEMCELL), 200 ng/mL cicloheximida, 200 ug/mL espectinomicina (Sigma-
Aldrich) o 1 UI/mL penicilina (Sigma-Aldrich)] y se incub6 a 37 °Cy 5% CO2 por 8-14 dias hasta
que se visualizaban las placas de lisis. Estas placas fueron repicadas utilizando un tip y utilizadas
para infectar células Vero en placas de 96 pocillos. Luego de 48 horas de crecimiento, las células

fueron lisadas con agua para expandir las cepas infectando pocillos de mayor capacidad.

Generacion de recombinantes de C. trachomatis por

transferencia lateral de genes

Las cepas recombinantes se generaron como se ha descripto previamente (Nguyen and
Valdivia, 2012). En resumen, células confluentes sembradas en placas de 6 pocillos fueron
coinfectadas con la cepa resistente a rifampicina M275 y una cepa wild type resistente a

espectinomicina (SpcR) con una MOI de 3 (un set de 3 wells) y una MOI de 6 (un set de 3 wells),
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siempre con una relacion 1:1 mutante:wild type. A las 44 hpi las bacterias fueron recolectadas y
resuspendidas en 400 pL SPG 1x por pocillo. Luego, monocapas confluentes de células Vero
sembradas en placas de 6 pocillos fueron infectadas con diluciones seriadas de las recombinantes
(100 pL por pocillo, desde no diluido a 10-5) para realizar un ensayo de placa. A las 2hpi, se agregb
una cobertura de DMEM/agarosa [0.5% LE agarosa (INBIO Highway), 1 x DMEM (Gibco), 10%
FBS (Natocor), 50 pg/mL gentamicina (Sigma-Aldrich), 1 x aminoécidos no esenciales
(STEMCELL), 200 ng/mL cicloheximida, 200 ug/mL spectinomicina (Sigma-Aldrich) y 200
ng/mL rifampicina (Sigma-Aldrich)] y se incubaron a 37 °Cy 5% CO2 por 8 a 14 dias hasta que se
visualizaron placas. La progenie recombinante fue seleccionada a partir de ~50 placas que se
formaron en la presencia de 200 ng/mL Rif and 200 pg/mL Spc. Las recombinantes purificadas
por ensayo de placa fueron luego expandidas en células Vero y genotipeadas por TILLING (Till et
al., 2006; Kari et al., 2011) para monitorear la segregacién de mutaciones en bioF, recC, oppC'y
ptr que estaban presentes en M275. Excepto por una cepa que era isogénica con M275, todas las
demas recombinantes eran wild type para ptr. Las mutaciones presentes en rs9 y rs17 fueron

confirmadas por secuenciamiento de Sanger.

TILLING: Genotipeo de recombinantes

Con el objetivo de llevar a cabo un genotipeo que permitiera un mayor throughput con menores
costos al momento de analizar el genotipo de las recombinantes se decidi6 llevar a cabo esta
técnica. En primer lugar, se obtuvo un extracto de Apium graveolens con actividad de clivaje en
los sitios de mismatch del ADN. Para ello se siguié el protocolo publicado por Till y sus
colaboradores (Till et al., 2006). Una vez obtenido el extracto se realiz6 una curva de calibracion
con diferentes cantidades de extracto enzimatico (o uL; 0,1 uL; 0,3 uL; 1uL). Debido a que no se
obtiene un alto grado de pureza de la enzima CEL1 también co-purifican otras endonucleasas y se
observdé que 0,1 uL. mostraba la actividad deseada, mientras que a mayores concentraciones
ocurria una degradacion acentuada del ADN. Por ello se decidi6 utilizar 0,1 pL de extracto por

reaccion. El procedimiento de TILLING fue el siguiente:

1. Amplificar la region target de la cepa recombinante y de la cepa wild type (L.2) utilizando
cebadores que generen un producto de 600 pb. La mutacion de interés debe encontrarse a
400 pb de un extremo y a 200 pb del otro extremo del producto. Utilizar como templado
un extracto crudo de Chlamydia diluido 1:100 en agua. Para la PCR se utiliz6 “Choice Taq
blue master mix” (Denville Scientific) lo que permite un ensamblado mas simple y rapido
de la reaccion:
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Reactivos Por reaccion
dH.O 9,5 uL,
Choice Taq blue Master Mix 12,5 puL
Templado (ADN) 2 ul
Cebador 1 (10 uM) 0,5 uL
Cebador 2 (10 uM) 0,5 uL.
Volumen final 25 uL
Condiciones de ciclado:
Numero de ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 94 10 minutos
33 94 30 segundos
55 30 segundos
72 1,5 minutos
1 4 Espera

2. Correr en un gel de agarosa 5 pL de cada reaccidon para confirmar la amplificacion.

3. Mezclar 5 puL de un amplicén de la cepa mutante con 5 pL de un amplicén de la cepa wild
type en un pocillo de una placa de 96 pocillos para PCR. En el termociclador, generar hetero
duplex de estos amplicones utilizando las siguientes condiciones:

Temperatura (°C)

Tiempo

95

2 minutos

Enfriamiento lento a 85

2°C/segundo

85

30 segundos

Enfriamiento muy lento a 25

0.1°C/segundo

25

2 minutos

4

N s

Pausa corta

Agregar 5 uL conteniendo 0,1 pL de extracto de CEL1 en buffer CEL1 3x a cada pocillo.
Incubar a 45°C por 30 minutos.

Frenar la digestion inmediatamente con “loading dye” 5x.

Correr todo el contenido del pocillo en un gel de agarosa 2% y teiiir con bromuro de etidio.

Syber Safe no es lo suficientemente sensible.
8. Ladigestion del hetero duplex en el sitio de interés genera dos productos de 200 pb y 400
pb que permiten identificar la presencia de la mutacion de interés en la recombinante

testeada.

Expresion de proteinas recombinantes en E. coli

Se cloné la secuencia completa de ptr unida a His-tag en el N-terminal, en el vector pHis-

parallel (sitios Ncol/Stul) para expresar esta proteina. La secuencia fue verificada por corte con
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enzimas de restriccion y secuenciamiento. Se utilizaron los cebadores FHisp-Ptr (Ncol) y RHisp-
Ptr (Stul) (Tabla 5). Con el plasmido obtenido se transformé E. coli BL21-Codon Plus (Agilent) y
se ensay6 la induccion de la expresion con IPTG 0,5 mM/1 mM/2 mM en 3 transformantes,
siguiendo el protocolo de inducciéon de BL21 del vendedor, a 37°C 3h. Las muestras inducidas (I)
y no inducidas (UI) se corrieron en un gel de acrilamida y se tifieron con azul de Coomassie. De
manera similar, fue clonada una porcién de ptr desde la treonina 413 a la serina 952 excluyendo
el péptido senal y el sitio activo (primers F_HIS_ptr1 y R_HIS_ptri1, Tabla 5), la secuencia del
plasmido resultante fue chequeada por secuenciamiento, y luego se ensay6 la induccién de la

expresion en BL21 pLys 2-5 h 37° C con concentraciones crecientes de IPTG.

Por otra parte, se clonaron las siguientes versiones de las Pmps en el vector de expresiéon pHis-
parallel, unidas a His-tag en el N-terminal: rPmpA: Serina 49 a Asparragina 474, rPmpB1: Serina
31 a Glicina 394, rPmpB2: Treonina 592 a Leucina 886, PmpCi1: Alanina 20 a Serina 564 y
rPmpC2: Glicina 596 a Prolina 977. Todas las versiones fueron confirmadas por digestion
liberando el inserto completo (Ncol y Stul) y por secuenciamiento de los vectores. Con estos
vectores se transformaron E. coli BL21 pLysS y se indujo la expresion con IPTG a distintas
concentraciones (entre o,5mM y 2mM) por entre 2 y 5h. Siguiendo el manual “The
QIAexpressionist” (Qiagen) se intentd determinar la solubilidad de la proteina target, disolviendo
el pellet de la fraccién insoluble en clorhidrato de guanidina 6M; pero no se observé induccién en

el extracto total inducido, ni en la fraccién soluble ni en la insoluble.

Generacion de una cepa nula para ptry pmpC

Todos los pasos de clonado se realizaron en E. coli DH5a (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California, EEUU). Se utiliz6 el algoritmo TargeTron® (Sigma-Aldrich) de seleccion de sitios de
insercion en ptr o en pmpC para un intron tipo II. Para la eleccion del sitio de inserciéon se
consideraron positivamente la proximidad al extremo 5’ del gen y un alto score predicho por el
algoritmo. Los cebadores utilizados para re-dirigir el vector pDFTT3aadA en los casos exitosos
fueron: Ptr_2_ EBS2, Ptr_2_ EBSi/delta, Ptr_2_IBSi/2 y Universal; y PmpC_1_EBS2,
PmpC_1_EBS1/delta, PmpC_1_IBS1/2 y Universal. Su secuencia se indica en la Tabla 5.

El producto de PCR obtenido fue clonado, en cada caso, en el sitio BsrGI/HindIII del plasmido
pDFTT3aadA (Lowden et al., 2015) que permite la selecciéon con espectinomicina de las cepas
transformadas. Los plasmidos resultantes fueron verificados por analisis de restricciéon y
secuenciamiento de Sanger. Los plasmidos se utilizaron luego para transformar C. trachomatis

L2 como ya se describid. La disrupcion del gen ptr fue confirmada por PCR y por secuenciamiento
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del producto de PCR obtenido con los primers Ptr2F y Ptr2R. La disrupcion de pmpC fue
chequeada por PCR con los primers FcheckTargpmpC1 y RcheckTargpmpCi.

Se obtuvieron plasmidos derivados de pDFTT3 para generar inserciones en otros sitios de ptr
y pmpC; y en 2 sitios de pmpA y pmpB. Ninguna de las transformaciones con estos plasmidos fue

exitosa en C. trachomatis. Los plasmidos obtenidos se detallan en la tabla de plasmidos (Tabla

4).

EBS2 18S
Elegir el sitio targety pedir los
X . cebadores correspondientes —id
N
PCR de ensambla,do para mutar =2 .«
el ARN del intrén ( producto
—r 350 pb) eBs1d EBS Universal
pDFTT3aadA
- 7858 bp HindIII (2056
Clonar el producto de PCRen el
vector. Recuperar el plasmido
N en E. coli. BsrGI (2394)
Lariat ARN
intrén /\1 }\
Transformar CTy expresar el 3 U AP N

complejo ARN-proteina (AP
- plej p (AP) @ @
@ Gen target
AP se localiza en el target e

7 ’
gendmico 5 3
N—
AP inserta el ARN, lo retro- ( )
transcribe a cADN, y las L— 3’
enzimas del huésped reparan ¢
R creando una insercién
- permanente 5' =m= 3’

Figura 36: A. Abordaje llevado a cabo para obtener una mutante TargeTron. B. Representacion esquematica del
vector pDFTT3aadA (Lowden et al., 2015) utilizado como base para la mutagénesis por insercion de un intrén tipo II.

Complementacion de L2 ptr::GII y L2 pmpC::GII

Para complementar la cepa knock-out L2 ptr::GII, ctlo175 fue amplificado por PCR a partir de
ADN gendémico de C. trachomatis L2 purificado siguiendo las instrucciones del fabricante
(DNeasy kit, Qiagen) utilizando los cebadores FPtr192 y RrpoB-Ptr o F-rpoBPtr y R-PtrFLAG. El
producto de PCR resultante fue clonado en el vector pBOMB4-MCI o pPBOMB4R-MCI (Bauler
and Hackstadt, 2014), respectivamente, digerido con Sacll/Kpnl y transformado en E. coli DH5a.
Los plasmidos resultantes, pBOMB4-192Ptr y pBOMB4R-ptrF, fueron verificados por anélisis de
restriccion y secuenciamiento y utilizados para transformar C. trachomatis L2 y L2 ptr::GIIL. De

manera similar, para complementar la cepa knock-out L2 pmpC::GII, pmpC fue amplificado por
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PCR a partir de ADN genémico de C. trachomatis L2 purificado siguiendo las instrucciones del
fabricante (DNeasy kit, Qiagen) utilizando los cebadores FrpoB-PmpC y R-PmpCFLAG. El
producto de PCR resultante fue clonado en el vector pBOMB4R-MCI (Bauler and Hackstadlt,
2014), digerido con SaclI/Kpnl y transformado en E. coli DH5a. El plasmido resultante,
pBOMB4R-pmpCeF, fue verificado por analisis de restricciéon y secuenciamiento y utilizado para

transformar C. trachomatis L2 pmpC::GIL.

Curva de crecimiento

Monocapas de células HeLa fueron infectadas con C. trachomatis con una MOI de 0,6 hasta
los tiempos indicados (6, 20, 24, 30, 42 hpi), en los cuales las bacterias fueron cosechadas por
lisis osmotica. Diluciones seriadas de estos lisados se utilizaron para infectar una nueva monocapa
de células HeLa. Las células infectadas fueron fijadas con metanol a las 30hpi, y marcadas con
anti-Sle1 y un anticuerpo secundario AlexaFluor 488 anti-rabbit 1gG. Las imagenes de las
inclusiones se obtuvieron con un objetivo 20x en un microscopio de epifluorescencia Leica DMI8
y se contaron para determinar las IFUs. Estas fueron luego normalizadas por el input (inéculo

inicial).

Determinacion del tamano de la inclusion

Para medir el tamano de la inclusion bajo diversas condiciones: no tratado (24 y 30hpi),
tratado con IFNY (24 hpi), y recuperacion (48hpi) las bacterias se marcaron con anticuerpos anti-
Slc1 (Saka et al., 2011), y el area de la inclusién se midi6 y se expres6 en unidades arbitrarias

utilizando una macro de ImageJ.

Determinacion del namero de copias de genoma

Para la determinaciéon del namero de copias de genoma, se purific6 ADN de células HeLa
infectadas en diferentes condiciones (con IFNy a las 2hpi, 48hpi y 72hpi; luego del tratamiento
con IFNy y el agregado de triptofano a las 48 hpi y 72hpi) utilizando el kit DNeasy (Qiagen) y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones se prepararon con PowerUp SYBR
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) y se llevé a cabo una PCR cuantitativa en tiempo
real en un equipo ABI 7500 (Applied Biosystems). Para la obtencion de una curva estandar ompA
fue clonado en un vector plasmidico. Para ello, ompA fue amplificado a partir de ADN genémico
de C. trachomatis L2 utilizando los cebadores FompA_BamHI y RompA_Sall (Tabla 5). El
producto de PCR fue clonado en los sitios BamHI/Sall de pET24d y transformado en E.coli
DH10B. El plasmido resultante pET24d_ompA purificado con una miniprep (Promega) fue

cuantificado con Qubit (Thermo Fisher Scientific) y utilizado para generar una curva estandar.
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Las copias de ompA fueron cuantificadas utilizando los cebadores MOMP_F y MOMP_R (Tabla
5). Las condiciones de ciclado fueron: 10 min a 959C, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15” y 60°C

por 1 min.

Microscopia electréonica de transmision

Para evaluar las caracteristicas ultraestructurales de las células HeLa infectadas con distintas
cepas, las monocapas infectadas fueron fijadas a los tiempos indicados con 2,5%
glutaraldehido/0,1M cacodilato de sodio (pH 6,7-7) por 3 min y levantadas suavemente del pocillo
con un scraper. Las células fijadas fueron centrifugadas 5 min a 1500 rpm en un tubo eppendorf
de 1,5mL. El pellet obtenido se incluyé en agar 1% tibio. Luego se post-fijo con 0,8 mL 0,8%
K4Fe(CN)s / 1% OsO cubiertos de la luz por 1 h. Luego de remover la solucién se lavd 4 x 5 min
con 2mL de cacodilato de sodio 0,1M. Se tifi6 con acido tanico 1% por 20 min y se lavé 3x5 min
con 1mL de agua destilada. Se ti6 con 2mL de acetato de uranilo 0,5% por toda la noche a 4°C
para obtener un buen contraste y se lavé con agua 5 x 5 min. Posteriormente se llevo a cabo una
deshidratacion gradual con etanol, se embebi6 en resina, y se realizaron los cortes semi-finos y
finos con cuchilla de diamante. Las muestras RifR, pmpA(-), pmpB(-), pmpC(-) y M275 fueron
tratadas en la Duke Electron Microscopy Facility. L2, L2 ptr::GII y L2 ptr::GII PTR-F fueron
procesadas por el Centro de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Cérdoba. Las imagenes fueron procesadas con Adobe Photoshop CS6

(Adobe Systems Inc.).

Infeccion en ratones

Las infecciones en ratones hembras se llevaron a cabo como se ha descripto previamente
(Lujan et al., 2018). Ratones C57BL/6 hembras de 6 semanas de vida fueron alimentados y
mantenidos bajo condiciones SPG. El protocolo de infeccion genital fue aprobado por la Comision
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Cuyo (CICUAL, FCM, UNCuyo). Para sincronizar el ciclo estral se
inyecto una tnica dosis de 2,5 mg de acetato de medroxiprogesterona (Holliday Scott SA) de
manera subcutanea en cada animal 5 dias antes de la inoculaciéon con C. trachomatis. Los
animales fueron inoculados intra-vaginalmente con 1,5E5 EBs purificados por gradiente bajo
anestesia de ketamina (Holliday Scott SA) y xilazina (Konig SA). Los animales fueron divididos
en tres grupos: i) controles no infectados (NI, n=3); ii) L2 (L.2; n=3); y iii) L2 ptr::GII (L2 ptr::GII;
n=3). A los 14 dpi los ratones hembras fueron sacrificados y se realiz6é una diseccién de los Gteros

para su posterior analisis.
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Cuantificacion de la progenie infecciosa de C. trachomatis en

secreciones vaginales

La progenie infecciosa de secreciones vaginales fue cuantificada esencialmente como ya se ha
descripto (Gondek et al., 2012) con modificaciones menores. Estas secreciones fueron colectadas
con micro-aplicadores desechables (Multi-Brush; Denbur Inc.) los dias 10 y 14 post-infeccion y
utilizados para infectar monocapas de células HeLa crecidas en placas de 24 pocillos por 72h en
la presencia de gentamicina 50 ug/mL. Luego, la progenie bacteriana fue colectada y utilizada
para infectar monocapas de células HeLa crecidas en coverslips en placas de 24 pocillos para
realizar recuento de IFUs. Las inclusiones se detectaron con anti-OmcB y Alexa Fluor 488 y se
visualizaron en un microscopio Leica DMIS8 de epifluorescencia. Los experimentos se realizaron

en triplicados.

Anticuerpos

Los anticuerpos primarios obtenidos en conejo utilizados fueron: anti-HA epitope tag (Life
Technologies, 715500), anti-Slc1 (CT043) (Saka et al., 2011), anti-IncA (Cocchiaro et al., 2008), y
anti-omcB del laboratorio de Ted Hackstadt. Los anticuerpos primarios obtenidos en raton
fueron: anti-clatrina (abcam, ab2731), anti-MOMP (abcam, ab20881) y anti-FLAG M2 (Sigma-
Aldrich, F3165). Se generaron anticuerpos policlonales en ratén contra un péptido de la proteina

Ptr (GenScript) como se describe posteriormente.

Para inmunofluorescencia los anticuerpos secundarios fueron Alexa Fluor 488 o 594 anti-
mouse o anti-rabbit (Jackson Immuno Research). Para western-blot se utilizaron los anticuerpos:
goat anti-rabbit o anti-mouse HRP-conjugated IgG (Jackson Immuno Research) o anticuerpos

secundarios marcados con fluorescente (LI-COR Biosciences).

Inmunofluorescencia

El ADN fue tefiido con Hoechst 33258 (Life Technologies). Las imagenes se obtuvieron en un
microscopio de epifluorescencia Leica DMI8 (Leica microsystems), en un microscopio invertido
de fluorescencia EVOS (Invitrogen), en un microscopio confocal Olympus FV1000 y un confocal
Airyscan (ZEISS). Las imagenes fueron procesadas con ImageJ 1.51n y/o Adobe Photoshop CS6.
Para el analisis de co-localizacion de Ptr y Ptr-FLAG, se utiliz6 el plugin BAR para ImageJ (data
repository: DOI 10.5281/zenodo.28838). Para la deconvolucion de imagenes z-stack, se utilizo
Huygens Professional Software (Scientific Volume Imaging, The Netherlands) utilizando el
algoritmo clasico de estimacion de maxima verosimilitud, una PSF (funcion de dispersion de

punto) tedrica, una relaciéon de senal-ruido de 10, un maximo de 40 iteraciones y una basqueda
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automatica de fondo. La pelicula de co-localizacién de Ptr (verde) y CT143 (rojo) fue generada

utilizando Huygens Surface Renderer software (Scientific Volume Imaging B.V.) con la siguiente

configuracion de transparencia: canal verde 100%, canal rojo 0%.

El protocolo general utilizado para inmunofluorescencia indirecta fue el siguiente:

1.

8.

Fijacion: Lavar las células con PBS dos veces y fijar en paraformaldehido 4% por 15
minutos o metanol en frio por 15 minutos.

Lavar las células con PBS dos veces, en este punto las células fijadas pueden permanecer
a 4°C por ~ 72h.

Permeabilizacion (no es necesaria si se fija con metanol):

a. 0,1% TX100 en PBS 15 min.

b. Lavar con PBS 2x 3min.
Bloqueo: 5% BSA en PBS (30 min).
Anticuerpo Primario: Agregar el anticuerpo primario diluido en 5% BSA/PBS (tiempo
dependiente del anticuerpo utilizado ~1 a 3h, rocker, temperatura ambiente). Lavar con
PBS 3x5 min.
Anticuerpo Secundario: Agregar el anticuerpo secundario diluido en 5% BSA/PBS junto
con Hoescht (1:1000). (~45 min, temperatura ambiente, protejido de la luz). Lavar con
PBS 3x5 min.
Montaje: Utilizar una solucién de Mowiol (Sigma Aldrich) para el montaje de coverslips
en portaobjetos. En el caso de inmunofluorescencia en placas de 96 pocillos este paso no
se realiza.

Guardar a 4°C, protegido de la luz.

En el caso de tinciones que requerian mas de un anticuerpo primario se realizaron ambas

tinciones de manera consecutiva (se repitieron los pasos 5 y 6). Cuando inicamente se deseaba

tenir el ADN se utiliz6 Hoechst por 10 min y se lavé con PBS.

Analisis de trans-complementacion mediante co-infecciones

Para evaluar la posibilidad de transcomplementar el fenotipo de agregacion se realiz6 la co-

infeccion de células HeLa con las cepas formadoras de agregados ApmpC'y la cepa Wt, cada una

expresando una proteina fluorescente para identificarlas. Las células fueron previamente

sembradas en capsulas de vidrio de 22mm (WILLCO WELLS), e infectadas 24 h después con una

MOI de 10 para cada cepa, para aumentar las posibilidades de que ambas co-infecten una misma
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célula. La infeccion se llevd a cabo agregando los preparados de bacterias a cada placa e

incubandolos a 37°C por 26 0 44 h antes de tomar las imagenes en el microscopio.

Western blots

Para los ensayos de western blot, los extractos proteicos se generaron lisando las células con
buffer Laemmli caliente. Las muestras fueron sonicadas, hervidas (9o°C por 5-10 min) y
centrifugadas. Se realizé electroforesis en gel de poliacrilamida (10%, 12% o gradiente) y se
transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um (Bio-rad). Se realizaron
transferencias semi-secas en un equipo Trans-Blot SD Semy-Dry (Bio-rad, 170-394) con el buffer
recomendado por el fabricante, 1th a 15V. Para la visualizacion de proteinas se utiliz6 una solucion
de rojo Ponceau y se lavo con TBS y agua destilada. Las membranas fueron bloqueadas con leche
descremada 5% en TBS Tween 0,2% 1h a temperatura ambiente en agitacion constante. Se incub6
con los anticuerpos primarios toda la noche a 4°C con agitacion en rocker (IBI Scientific). Se
realizaron lavados con TBS-Tween 0,2% (2x 5 min) y con TBS (1x 5min). Se incub6 con los
anticuerpos secundarios 1th a temperatura ambiente siempre en agitacion. Nuevamente se
realizaron lavados con TBS-Tween 0,2% (2x 5 min) y con TBS (1x 5min). Las bandas fueron
visualizadas con Pierce Western blotting substrate (Thermo Fisher Scientific) en un ImageQuant
LAS 4000 (GE Healthcare Life Science) o con con Odyssey CLx (LI-COR Biosciences).

Fraccionamiento crudo de Chlamydia para la deteccion de

proteinas secretadas

Para llevar a cabo un fraccionamiento crudo de las bacterias y los lisados celulares, las células
plaqueadas en placas de 6 pocillos fueron infectadas con L2 PTR-F o L2 ptr::GII PTR-F y lisadas
suavemente con 400ulL de agua (15 min, 37°C) a las 30 hpi. Los lisados fueron centrifugados
(15.000 rpm, 49C, 15 min) para separar los pellets bacterianos del sobrenadante. Para lisar las
bacterias el pellet fue resuspendido en buffer de lisis [Tris. HCl 20 mM pH 8, EDTA 5 mM, NaCl
50 mM, Tritéon X100 1%, PMSF 1mM, protease inhibitor cocktail (Roche), SDS 1%, DTT 15 mM,
2-mercapto etanol 14,3 mM]. Ambos, el lisado bacteriano y el lisado celular, fueron mezclados
con buffer Laemmli (2x final), sonicados (20% amplitude, 1 min) en hielo, incubados 10 min a
659C y hervidos 10 min. Los lisados celulares fueron resueltos por SDS-PAGE y se utilizaron
anticuerpos anti-FLAG (para detectar Ptr-FLAG) y anti-MOMP.
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Produccion de anticuerpos policlonales

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de raza pura (de 10 semanas de edad) alojados en el
bioterio del Instituto Mercedes y Martin Ferreyra para generar un antisuero policlonal de raton
contra el péptido de Ptr. Los ratones se mantuvieron en las instalaciones para animales SPF con
enriquecimiento ambiental aprobadas por la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL N° 001-2017). Se utiliz) el recurso de anéalisis de la base de

datos de epitopes inmunes (http://tools.iedb.org/) para la seleccion de péptidos. Se consideraron

positivamente las regiones con conformacién de giro beta predicha, alta antigenicidad,
accesibilidad a la superficie e hidrofilicidad. El péptido seleccionado (SSPYAAPSYYPQRKP) se
sintetiz6 con conjugacion de KLH en el extremo N-terminal (GenScript). Se anadi6 una cisteina
en el extremo N para la conjugacion con KLH. El péptido elegido se ubica en la secuencia de la
proteina CTLO175 entre los aminoacidos 746 y 760. Esta region se encuentra aguas arriba del
codon stop previsto en M275 (W801%). Dos ratones C57BL/6 machos fueron inyectados por via
intraperitoneal con 200 pg de antigeno emulsionado con Sigma Adjuvant System (SAS) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) (1: 1) en un volumen final de 200 pl en los dias 1, 21 y 45. Se obtuvieron
antisueros policlonales después de la segunda y la tercera inmunizacién y se analiz6 la producciéon
de anticuerpos anti-Ptr mediante inmunofluorescencia (10) y western blot. El anticuerpo anti-Ptr
obtenido fue 1util para IF pero no para ensayos de western blot. Para determinar la especificidad
de los anticuerpos en IF, los anticuerpos anti-Ptr se incubaron con el péptido Ptr sintético (0,5
mg) durante la noche a 4 ° C en un rocker, y luego se usaron para marcar células HeLa infectadas

con un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488.

Ensayos de adherencia e invasion

Cuerpos elementales de C. trachomatis (MOI ~50) previamente trasformados con un plasmido
que permite la expresion de una proteina fluorescente (mCherry) se dejaron adherir a células
HeLa por 30 min a 4°C. Las células estaban preparadas en placas multipocillo de 24 pocillos con
coverslips y fueron crecidas en medio completo (DMEM, 10% FBS) por 24h previo a la infeccién.
Los cultivos fueron lavados con PBS frio y la temperatura se cambi6 a 37°C mediante la adiciéon
de medio completo pre-calentado. Luego los cultivos fueron incubados por 1h a 37°C. Los cultivos
fueron fijados con paraformaldehido 4% a temperatura ambiente por 15 min y lavados con PBS.
Las células no fueron permeabilizadas. Los EB extracelulares fueron marcados con un anticuerpo
primario anti-MOMP seguido de un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 488. Los
coverslips fueron enjuagados y montados en un porta objeto con Mowiol (Sigma Aldrich). Las

células fueron observadas utilizando un microscopio de epifluorescencia Leica DMIS8 y las
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imégenes procesadas en Adobe Photoshop CS6. El ntimero de EBs totales, en el interior (rojos) y
exterior (amarillos) celular fue determinado para cada célula. Luego se dividi6 el nimero de EBs
en el interior por el de EBs en el exterior para obtener una tasa de invasion. Y se cuantifico el

nimero total de EBs por célula para tener una idea de adherencia.

Cepas de E.coli, plasmidos, cebadores y medios de cultivo

Se utilizaron las cepas bacterianas: E. coli DH5a (Thermo Fisher Scientific); E. coli DH10B
(Thermo Fisher Scientific); E. coli BL21-CodonPlus (Agilent); E. coli BL21(DE3) pLysS (Thermo

Fisher Scientific). Los plasmidos utilizados y generados en esta tesis se detallan en la Tabla 4.

Plasmidos utilizados y generados

Plasmido Descripcion y proposito Origen
pHisparallel Clonado de Pmps y Ptr recombinantes para expresarlasen E.  Gentileza
coli. Dr. Valdivia
(Duke
University)
pBOMB4RMCI Clonado de Pmps y Ptr para complementar su expresion en C.  (Bauler and
trachomatis bajo el promotor rpoB. Expresa constitutivamente Hackstadlt,
mCherry. 2014)
pBOMB4MCI Clonado de Pmps y Ptr para complementar su expresiéon en C.  (Bauler and
trachomatis bajo su promotor nativo. Expresa Hackstadlt,
constitutivamente mCherry. 2014)
pPET24d-ompA Cuantificacion del numero de copias de ompA para generar Gentileza
una curva estandar en el ensayo de la cuantificaciéon de Dr. Valdivia
genomas por qRT-PCR. (Duke
University)
pDFTT3 aada Plasmido de base para aplicar la técnica TargeTron con (Lowden et
resistencia a espectinomicina. al., 2015)
pTOPO XL Para pasos intermedios de clonado de genes largos. Thermo
Fisher
pCT143-2HA Plasmido utilizado para expresar CT143-2HA en C. da Cunha et
trachomatis. al., 2017
p2TK2-SW2 Plasmidos utilizados para visualizar distintas cepas a través (Agaisse and
IncDProm- de la expresién de proteinas fluorescentes: CFP, mCherry y Derre, 2013)
mCherry- GFP.

IncDTerm, p2TK2-
Swa2 IncDProm-
CFP-IncDTerm,

p2TK2-SW2
IncDProm-RSGFP-
IncDTerm
pBOMB4-192ptr Plasmido para llevar a cabo la expresion de ptr en C. Esta Tesis
trachomatis bajo el promotor nativo. Clonado con las enzimas
Sacll y Kpnl. Primers: FPtr192 y RrpoB-Ptr.
pBOMBg4prompmp  Pldasmido para llevar a cabo la expresion de pmpA en C. Esta tesis
A trachomatis bajo el promotor nativo. Clonado con las enzimas
Sacll y Kpnl. Primers: F300pmpA y R-PmpA.
pBOMB4RpmpA Plasmido para llevar a cabo la expresion de pmpA en C. Esta tesis

trachomatis bajo el promotor rpoB. Clonado con las enzimas
Sacll y Kpnl. Primers: FrpoB-PmpA y R-PmpA.
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pBOMB4RpmpA- Plasmido para llevar a cabo la expresion de pmpA-FLAG en C.  Esta tesis
Flag trachomatis bajo el promotor rpoB. Clonado con las enzimas
Sacll y Kpnl. Primers: FrpoB-PmpA y PmpAFLAG-R.
pBOMB4RpmpB- Plasmido para llevar a cabo la expresion de pmpB-FLAG en C.  Esta tesis
Flag trachomatis bajo el promotor rpoB. Clonado con las enzimas
BamHI y Kpnl. Primers: FrpoB-PmpB y R-PmpB-FLAG.
pBOMB4RpmpC- Plasmido para llevar a cabo la expresion de pmpC-FLAG en C.  Esta Tesis
Flag trachomatis bajo el promotor rpoB. Clonado con las enzimas
Sacll y Kpnl. Primers: FrpoB-PmpC y R-PmpCFLAG.
pBOMB4Rptr Plasmido para llevar a cabo la expresion de ptr en C. Esta Tesis
trachomatis bajo el promotor rpoB. Clonado con las enzimas
Sacll y Kpnl. Primers: FrpoB-Ptr y RrpoB-Ptr.
PBOMB4RptrFLAG  Plasmido para llevar a cabo la expresion de ptr-FLAG en C. Esta Tesis
trachomatis bajo el promotor rpoB. Clonado con las enzimas
Sacll y Kpnl. Primers: FrpoB-Ptr y PtrFLAG-R.
pDFTT3adda- Plasmido para llevar a cabo la insercién de un intron tipo Il en  Esta tesis
PmpA1.3 el sitio I de pmpA.
pDFTT3adda- Plasmido para llevar a cabo la insercion de un intrén tipo Il en  Esta tesis
PmpA2.3 el sitio II de pmpA.
pDFTT3adda- Plasmido para llevar a cabo la insercion de un intrén tipo Il en  Esta tesis
pmpB1.1 el sitio I de pmpB.
pDFTT3adda- Plasmido para llevar a cabo la insercién de un intrén tipo Il en  Esta tesis
pmpB2.2 el sitio IT de pmpB.
pDFTT3adda- Plasmido para llevar a cabo la insercién de un intrén tipo I en  Esta Tesis
pmpCi.4 el sitio I de pmpC.
pDFTT3adda- Plasmido para llevar a cabo la insercién de un intrén tipo I en  Esta Tesis
pmpC2.2 el sitio II de pmpC.
pDFTT3adda-ptr1.2  Pldsmido para llevar a cabo la insercion de un intrén tipo IT en  Esta Tesis
el sitio I de ptr.
pDFTT3adda-ptr2.4  Pldsmido para llevar a cabo la insercion de un intrén tipo ITen  Esta Tesis
el sitio II de ptr.
pHisparallel-rPmpA  Fragmento PmpA clonado con las enzimas Ncol y Stul parala  Esta Tesis
expresion en E. coli. Primers: FHisp-PmpA y RHisp-PmpA.
pHisparallel- Fragmento PmpB1 clonado con las enzimas Ncol y Stul para Esta Tesis
rPmpBi1 la expresién en E. coli. Primers: FHisp-PmpB1 y RHisp-
PmpBi1.
pHisparallel- Fragmento PmpB2 clonado con las enzimas Ncol y Stul para Esta Tesis
rPmpB2 la expresion en E. coli. Primers: FHisp-PmpB2 y RHisp-
PmpB2.
pHisparallel- Fragmento PmpCi1 clonado con las enzimas Ncol y Stul para Esta Tesis
rPmpC1 la expresién en E. coli. Primers: FHisp-PmpC1 y RHisp-
PmpCi.
pHisparallel- Fragmento PmpC2 clonado con las enzimas Ncol y Stul para  Esta Tesis
rPmpC2 la expresién en E. coli. Primers: FHisp-PmpC2 y RHisp-
PmpCa.
pHisparallel-rPtr1 Fragmento Ptri1 clonado con las enzimas Ncol y Stul para la Esta Tesis
expresion en E. coli. Primers: FHisp-PTR1 y RHisp-PTR1.
pHis-Ptr Plasmido para llevar a cabo la expresion de ptr-His en E. coli.  Esta Tesis
Clonado con las enzimas Ncol y Stul para la expresion en E.
coli. Primers: FHisp-Ptr y RHisp-Ptr.
pTOPO-192ptr Para el clonado de 192-ptr posteriormente en pBOMB4 con las  Esta Tesis
enzimas Sacll y Kpnl. Las 192 bases anteriores al gen se
clonaron para conseguir la expresion nativa, la ubicacion del
promotor es desconocida.
pTOPO-HISptr Para el clonado de ptr posteriormente en pHisparallel con las ~ Esta Tesis

enzimas Ncol y Stul.
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pTOPO-rpobPtr

Para el clonado de ptr posteriormente en pBOMB4R con las

enzimas Sacll y Kpnl.

Tabla 4: Plasmidos utilizados y desarrollados en esta tesis.

Cebadores utilizados

Cebador Propoésito  Secuencia

aadaF Chequeo intrén GTAACGCGTCCCGGGCCTGATAGTTTGGCTGTGAG

aadaR Chequeo intrén TCTACGCGTTGCCTGACGATGCGTGGAG

RBP436 Chequeo intrén AGTGCTATAGCCTTTTTCCTCCT

RBP468 Chequeo intrén TGGTGCAAACCAGTCACAGT

AitarF Chequeo ACGAAAACTTGTTGCTTTTGGA
TargeTron pmpA

AitarR Chequeo GCTCCCCCGTTAGCTATTGT
TargeTron pmpA

AatarF Chequeo AGAAATCCATGCTCACTACGATCA
TargeTron pmpA

AztarR Chequeo ACGAGAAATCACTGAGTATGAGT
TargeTron pmpA

BitarF Chequeo GGTGAAGGCGGTGCTATCTT
TargeTron pmpB

BitarR Chequeo AGCAAAGATCGCTCCTCCAT
TargeTron pmpB

BztarF Chequeo ACTACCAATACAACAACTCCCAC
TargeTron pmpB

BztarR Chequeo ACTAGAACCCGACGTTTCGC
TargeTron pmpB

FcheckTargp Chequeo ACCGACTGCAATGTTAGCAA

mpC1 TargeTron pmpC

RcheckTargp  Chequeo TGTCATGGAGTTCTATGCTTGGA

mpC1 TargeTron pmpC

FcheckTargp Chequeo TTTGAAAAACTCGGCAGGTCA

mpC2 TargeTron pmpC

RcheckTargp  Chequeo CGAGGAGGAAGAGGGGGTAG

mpC2 TargeTron pmpC

Ptr2F Chequeo GCGTTTTAATGGGTGATTTTTAGGA
TargeTron ptr

Ptr2R Chequeo CGGAGCCGCTTTAGTTGTCA
TargeTron ptr

PtriF Chequeo GGCTAAGCCTGGGAATTCGA
TargeTron ptr

PtriR Chequeo CGCCCTACGTGCTTTAAGAG
TargeTron ptr

g(;mpA_Bam Clonado ompA ATATTTGGATCCCGATGAAAAAACTCTTGAAATCG

RompA_Sall  Clonado ompA ATTGAGTCGACGAAGCGGAATTGTGCA

R-PmpA Clonado pmpA CGGGTACCTTAGAAGCCAACATAGCCTCCG
en pBOMB

F3o0pmpA Clonado pmpA GCCCGCGGTCAATATGAAGATGTTGCTGCTGC
en pBOMB
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PmpAFLAG-  Clonado pmpA CGGGTACCCTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCGATGTCATGATCTT
R en pBOMB TATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCGAAGCCAACATAGCCTCCG
FrpoB-PmpA  Clonado pmpA GCCCGCGGACATGAATCGAGTTATAGAAATCCATGCT
en pBOMB
R-PmpB- Clonado pmpB CGGGTACCCTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCGATGTCATGATCTT
FLAG en pPBOMB TATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCGAAGATCATGCGAGCACCG
R-PmpB Clonado pmpB CGGGTACCTTAGAAGATCATGCGAGCACCG
en pBOMB
FrpoB-PmpB  Clonado pmpB GCCGGATCCATGAAATGGCTGTCAGCTACTG
en pBOMB
FrpoB-PmpC  Clonado pmpC GCCCGCGGACATGAAATTTCTGTCAGCTACTGCTG
en pBOMB
R-PmpC Clonado pmpC CGGGTACCTTAGAATATCATACGAGCACCGCA
en pBOMB
R- Clonado pmpC CGGGTACCCTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCGATGTCATGATCTT
PmpCFLAG  op hBOMB TATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCGAATATCATACGAGCACCGCA
F-rpoBPtr Clonado ptr bajo  GCCCGCGGACATGGACAACCACCTTCCTGTTATCA
promotor rpoB
FPtr192 Clonado ptr en GCCCGCGGAACTTTGGAGACGAACTGTTGCTCG
pBOMB con
prom. nativo
RrpoB-Ptr Clonado ptren CGGGTACCTTATTTTTCCTGCGACGAGTTGGCT
pBOMB C-ter
libre
R-PoFLAG-R  Clonado ptr CGGGTACCCTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCGATGTCATGATCTT
unida a FLAG TATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCTTTTTCCTGCGACGAGTTGGC
T
FHisp-PmpA  Expresar rPmpA  GCGCCATGGATTCGTTTGCAGAAATGGAATTAGCT
con His-tag
RHisp-PmpA  Expresar rPmpA  CGAGGCCTTTAATTCGCACCCGAGAAAACG
con His-tag
FHisp- Expresar GCGCCATGGATTCTCGCGTAGGAACTTCTTCC
PmpB1 rPmpBi con His-
tag
RHisp- Expresar CGAGGCCTTTATCCTGCAGATGCTTGAGCT
PmpB1 rPmpB1 con His-
tag
FHisp- Expresar GCGCCATGGATACAGGAGGTAATGGTGGAGGC
PmpB2 rPmpB2 con His-
tag
RHisp- Expresar CGAGGCCTTTACAAAGAGGTTTTGGCATAGATGG
PmpB2 rPmpB2 con His-
tag
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FHisp-PmpC1

Expresar
rPmpCi con His-
tag

GCGCCATGGATGCGAGCTCGATCCAAGATCA

RHisp- Expresar CGAGGCCTTTAGGATGAATTCCCTGAAAGTTCAAGA
PmpC1 rPmpC1 con His-
tag
FHisp- Expresar GCGCCATGGATGGTGGGGTTATTCATTCTAAAACGG
PmpC2 rPmpC2 con His-
tag
RHisp- Expresar CGAGGCCTTTATGGCACCAACCCAATAGCAGA
PmpC2 rPmpC2 con His-
tag
FHisp-Ptr Expresar rPtr GCGCCATGGATATGGACAACCACCTTCCTGTTATCA
con His-tag
RHisp-Ptr Expresar rPtr CGAGGCCTTTATTTTTCCTGCGACGAGTTGGCT
con His-tag
FHisp-PTR1  Expresar rPtr1 GCGCCATGGATACTTACAGCACGCAAACCGAG
con His-tag
RHisp-PTR1  Expresar rPtr1 CGAGGCCTTTACGAGTTGGCTCCATAGACG
con His-tag
bioF_gene_F  Genotipeo bioF AGTTTCCGCCATAATGATCTGGA
bioF_gene R  Genotipeo bioF =~ GAGGACAAGCGACTCCAACA
;PpC_gene_ Genotipeo oppC ~ TCCCGAACATGCTCTTCAGT
ORppC_gene_ Genotipeo oppC ~ TGGTAAGCTAAAGAATGAATGCCT
Ptr_gene_F  Genotipeo ptr TCTAACTTTGCAGAAGCTTCGT
Ptr_gene R Genotipeo ptr TCACAGTACTTTTTGAAATAGCTGT

recC_gene_F

Genotipeo recC

CGAAGAACTGTTTCAACCCTACG

recC gene_R

Genotipeo recC

AGGAACGACAACTTCCCATGT

Ptr923F Primer interno GGCATTTTTATGATGCTCCA

ptr para

secuenciamiento
Ptr1949R Primer interno GCATTGATAAGAACAGGAGAGG

ptr para

secuenciamiento
MOMP_F gPCR ompA TTTGCCGCTTTGAGTTCTGC
MOMP_R qPCR ompA CGCCGAAACCTTCCCATAGA
Universal TargeTron CGAAATTAGAAACTTGCGTTCAGTAAAC
PmpA_1_IBS TargeTron pmpA ARARAAGCTTATAATTATCCTTAGTTACCGCTTGGGTGCGCCCAGATAG
1/2 GGTG
PmpA_1 EB  TargeTron pmpA CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCGCTTGGTTTAACTTA
S1/delta CCTTTCTTTGT
PmpA_1 EB  TargeTron pmpA TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTGTAACTCGATAGAGGAAAGTGTCT
S2
PmpA_2_IBS TargeTron pmpA AAAAAAGCTTATAATTATCCTTACTAAGCAGTTTGGTGCGCCCAGATAG
12 GGTG
PmpA_2_EB  TargeTron pmpA CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCAGTTTGTATAACTTA

S1/delta CCTTTCTTTGT

PmpA_2_EB  TargeTron pmpA TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTCTTAGTCGATAGAGGAAAGTGTCT
S2
PmpB_1 IBS TargeTron pmpB AAARAAGCTTATAATTATCCTTAGCCGACTCATTTGTGCGCCCAGATAG
1/2 GGTG
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PmpB_1_EB  TargeTron pmpB CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCTCATTTCCTAACTTA
S1/delta CCTTTCTTTGT
Pmpl;_l_EB TargeTron pmpB TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTTCGGCTCGATAGAGGAAAGTGTCT
2
PmpB_2_IBS TargeTron pmpB AAARAAGCTTATAATTATCCTTAGCCTTCACCAGTGTGCGCCCAGATAG
1/2 GGTG
PmpB_2_EB  TargeTron pmpB CAGATTGTACAAATGIGGTGATAACAGATAAGTCACCAGTCATAACTTIA
S1/delta CCTTTCTTTGT
gmpB_z_EB TargeTron pmpB TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTAAGGCTCGATAGAGGAAAGTGTCT
2
PmpC_1_IBS TargeTron pmpC AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAGAAGACACTCCTGTGCGCCCAGATAG
1/2 GGTG
PmpC_1_EB  TargeTron pmpC CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCACTCCTTCTAACTTA
S1/delta CCTTTCTTTGT
gmpC_l_EB TargeTron pmpC TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTTCTTCTCGATAGAGGAAAGTGTCT
2
PmpC_2_IBS TargeTron pmpC AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAAGTTTCTTAGTGGTGCGCCCAGATAG
1/2 GGTG
PmpC_2_EB  TargeTron pmpC CAGATTGTACAAATGIGGTGATAACAGATAAGTCTTAGTGCATAACTTA
S1/delta CCTTTCTTTGT
gmpc_z_EB TargeTron pmpC TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTAAACTTCGATAGAGGAAAGTGTCT
2
Ptr_2 EBS2  TargeTron ptr TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTAAGCATCGATAGAGGAAAGTGTCT
Ptr_2 TargeTron ptr CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCCTATTCTCTAACTTA
EBS1/delta CCTTTCTTTGT
Ptr_2 IBS1/  TargeTron ptr AAAAAAGCTTATAATTATCCTTATGCTTCCTATTCGTGCGCCCAGATAG
2 GGTIG
Ptr_1_IBS1/2  TargeTron ptr AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAGTTAGCAAAGAAGTGCGCCCAGATAG
GGTIG
Ptr_1_ TargeTron ptr CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCAAAGAAGGTAACTTA
EBS1/delta CCTTTCTTTGT
Ptr_1_EBS2  TargeTron ptr TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTCTAACTCGATAGAGGAAAGTGTCT
S;q_FpBOMB Chequeo insertos ~TAGCTGGAAAGCATCTGTCGT
4R_

en pBOMB

Tabla 5: Cebadores utilizados en esta tesis.

Todas las cepas de E. coli fueron crecidas en caldo Luria Bertani (LB), a 37 °C y con agitacion
(200 rpm). Se adicion6 agar-agar 12 g/l para obtener medios de cultivo s6lidos. Los medios fueron
suplementados con el antibi6tico kanamicina (50 ug/mL), cloranfenicol (25 pg/mL) o ampicilina
(100 pg/mL) segin la necesidad de seleccion. Para obtener los cultivos saturados empleados
rutinariamente para preparaciones plasmidicas, a partir de los correspondientes stocks
congelados (-80°C) de las cepas bacterianas se realiz6 un cultivo en medio LB liquido a 37 °C con
agitacion (200 rpm) durante aproximadamente 16 h. Para realizar transformaciones bacterianas

se prepararon y utilizaron competentes quimicas por el método de KCM.
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