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RESUMEN

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es la principal causa de morbi-mortalidad en el
mundo ya que ocasiona infecciones del tracto respiratorio medio, como otitis y sinusitis, y otras
mas severas como meningitis, neumonia y sepsis. Este patdégeno Gram positivo coloniza la
nasofaringe de forma asintomatica y tiene la capacidad de diseminarse a los pulmones pudiendo
acceder a la circulacidn sanguinea sistémica desde el espacio alveolar. En este proceso la bacteria
interacciona con las células epiteliales pulmonares y el endotelio vascular de los capilares
alveolares. Luego de la adhesidon de neumococo a células epiteliales, se promueven los eventos de
internalizacién e invasién. Sin embargo, no se conocen los mecanismos moleculares que tienen
lugar en dichos procesos. Por lo tanto, se llevaron a cabos estudios orientados a elucidar vias de
sefalizacion bacterianas y factores claves para los procesos de internalizacidon y sobrevida de
neumococo.

Los resultados obtenidos en la presente tesis aportan evidencias concretas de que
neumococo pone en marcha una serie de procesos que le permiten mantenerse viable dentro de
células A549 y RAW264.7 por varias horas, lo cual beneficia al proceso infectivo. Durante la
endocitosis, la maduracién de aquellas vesiculas que contienen bacterias se acompafia de un
recambio de proteinas de tréafico celular y de una disminucion gradual del pH (de 6,5 a 4,5). Estudios
previos en nuestro laboratorio, han demostrado in vitro que en respuesta al pH acido S.
pneumoniae activa mecanismos que contribuyen a favorecer la liberacion de compuestos de la
pared celular, ADN y factores de virulencia. Sin embargo, se desconocen los efectos de la
acidificacion intracelular en el proceso de infeccidn. En el presente trabajo se demostrd, mediante
el uso de inhibidores de la acidificacion (bafilomicina Al y cloroquina), que el pH acido lisosomal es
un factor necesario para la sobrevida intracelular de la bacteria. En estas condiciones, neumococo
activa mecanismos de respuesta al estrés acido que involucran a los sistemas de dos componentes
(TCS): CiaRH y ComE. Estos TCS activan mecanismos opuestos en la bacteria: mientras que CiaRH es
esencial para la respuesta de tolerancia al estrés acido (ATR) promoviendo la sobrevida, ComE es
fundamental en el desarrollo de lisis inducia por estrés acido (ASIL). Sin embargo, el efecto de ATR
predomina sobre el de ASIL y promueve la sobrevida de neumococo dentro de células A549. Estos
hallazgos aportan conocimientos sobre la respuesta bacteriana bajo condiciones de estrés como las
gue deben enfrentar en los tejidos del hospedador, donde las bacterias necesitan sobrevivir a fin
de establecer infecciones.

Para dilucidar el rol que cumplen los diferentes sistemas de sefalizacidon bacterianos en
contexto de la relacién huésped-patdgeno, ademas de CiaRH y ComE, se estudiaron los demas TCS
de neumococo y se identificaron a MicB, HK03, HK04, HK06, HK11, ComE y RitR como parte de la
respuesta bacteriana al proceso de internalizacién, y a RitR y HKO9 relacionados a la sobrevida
intracelular en cultivos celulares.

Por otra parte, se conoce que S. pneumoniae y el virus influenza A (lIAV) interactian
cooperativamente causando infecciones respiratorias mds severas que pueden conducir a la
muerte, aunque aun no se han descripto los mecanismos moleculares por los cuales ocurre este
fendmeno. En este trabajo se demostrd que neumococo percibe cambios intracelulares



ocasionados por una infeccidn previa con IAV, que incrementan la internalizacién y sobrevida de la
bacteria. Se identificé a la quinasa bacteriana VisH como proteina clave para el incremento de
sobrevida de neumococo especificamente en células infectadas con IAV. Se ha visto que esta
histidin quinasa detecta variaciones en la concentracién de serina del medio de cultivo, pudiendo
ser ese el cambio sensado dentro de las células infectadas por IAV. Por otra parte, si bien ambos
patdgenos por separado inducen acumulacidn de autofagosomas en células A549, se encontré que
en la coinfeccidon los niveles de LC3-Il disminuyen después de 3 h de infeccidon bacteriana. Este
hallazgo indica que el mecanismo de autofagia estd involucrado en la interaccién sinérgica entre
ambos patdgenos. Ademas, la ausencia de VisH en la bacteria impide que los niveles de LC3-II
disminuyan, sugiriendo que esta proteina esta implicada en la disminucién de los autofagosomas
durante la coinfeccidn con el virus. Estos hallazgos permiten explicar una parte de esta interaccién
biolégica compleja entre ambos patdgenos, y brinda caminos alternativos para futuras busquedas
de blancos terapéuticos.
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SUMMARY

Streptococcus pneumoniae (the pneumococcus) is the leading cause of morbidity and
mortality worldwide causing respiratory tract infections as otitis media, sinisitis, meningitis,
pneumonia and sepsis. This Gram positive pathogen is an asymptomatic colonizer of nasopharynx
and has the ability to spread to the lungs having access to the systemic circulation from the alveolar
space. In this process the bacterium interacts with epithelial cells and pulmonary vascular
endothelium of the alveolar capillaries. After adherence to epithelial cells pneumococcus promotes
its internalization and invasion. However, the molecular mechanisms of these processes are not
known. Therefore, studies to elucidate bacterial signaling pathways and key processes for
pneumococcal internalization and survival factors were performed.

The results obtained in this thesis provide evidence that pneumococcus promotes
mechanisms that allow for remaining viable in A549 and RAW264.7 cells for several hours, which is
benefitial for the infective process. During endocytosis, maturation of vesicles containing bacteria
is accompanied by a turnover of traffic proteins and a gradual decrease in pH (6.5 to 4.5). Previous
in vitro studies in our laboratory demonstrated that under acid pH S. pneumoniae activates
mechanisms contributing to promote the release of compounds of the cell Wall, DNA and virulence
factors. However, during the infection process the intracellular effects of acidification are unknown.
Using inhibitors acidification (bafilomycin Al and chloroquine), it was shown that the lysosomal
acid pH is necessary for intracellular survival of bacteria. Under these conditions, pneumococcus
activates acid tolerance mechanisms (ATR) involving two-component systems (TCS): CiaRH and
ComE. These TCS activates opposite bacterial mechanisms: while CiaRH is essential for ATR,
promoting the bacterial survival, ComE is critical in the development of acid stress-induced lysis
(ASIL). However, ATR effect predominates over ASIL supporting pneumococcal survival in A549
cells. These findings contributes to the knowledge about bacterial response under stress in host
tissues where the bacteria need to survive in order to establish infections.

To elucidate the role of different bacterial signaling systems in context of host-pathogen
relationship, in addition to CiaRH and ComE, other pneumococcal TCS were screened. We identified
MicB, HKO3, HK04, HK06, HK11, and ComE RitR as part of the response to bacterial internalization
process and HKO9 and RitR were related to intracellular survival in cell cultures.

Moreover, it is known that S. pneumoniae and influenza A Virus (I1AV) cooperatively interact
causing more severe respiratory infections that lead to death, although the molecular mechanisms
by which this phenomenon occurs there have not been described. This work showed that
pneumococcal perceived intracellular changes caused by previous infection with 1AV, which
correlates with increased bacterial internalization and survival. The bacterial kinase VisH was
identified as a key protein for increasing of pneumococcal survival, specifically in cells infected with
IAV.
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It was found that this histidine kinase senses variations in serine concentration from the
culture media, suggesting that this change could be detected within IAV infected cells. Furthermore,
although both pathogens separately induced autophagosomal accumulation in A549 cells, it was
found that during coinfection LC3-Il levels decreased after 3 h of bacterial infection. This finding
indicates that autophagy is involved in the synergistic interaction between the two pathogens.
Furthermore, the bacterial mutant visH prevents LC3-Il levels to decline, suggesting that this protein
affect autophagosomal decrease during viral coinfection. These findings improve the
comprehension of this complex biological interaction between pathogens and provide alternative
paths for future therapeutic targets.
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INTRODUCCION

Capitulo 1. Biologia de Streptococcus pneumoniae.

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es un microorganismo que habita en el tracto
respiratorio superior como parte de la microbiota residente de la nasofaringe humana. Es el agente
causal de infecciones locales tales como otitis media y sinusitis, y de enfermedades invasivas como
neumonia lobar, sepsis y meningitis (Cartwright, 2002).

En 1881, Louis Pasteur aislé por primera vez esta bacteria de la saliva de un paciente con
rabia. Mientras que la asociacion entre neumococo y neumonia lobar se describid por primera vez
en 1883 por Friedlander y Talamon, la neumonia neumocdcica se confundié con otros tipos de
neumonias, hasta el descubrimiento de la tincién de Gram, en 1884 (Mandell, 2011).

Fisiologia, estructura y condiciones de crecimiento.

S. pneumoniae es un coco Gram positivo que tipicamente se presenta de a pares
(diplococos), pero puede también verse de forma Unica, lanceolada, o formando cadenas cortas. Su
tamano varia de 0,5 a 1,2 um de didmetro y posee un metabolismo respiratorio anaerobio
facultativo. Para su crecimiento y multiplicacion requiere nutrientes especificos, tales como
proteinas y suplementos hematoldgicos, por lo que es considerada una bacteria fastidiosa para su
cultivo. Los medios artificiales que aportan los nutrientes necesarios para el crecimiento de S.
pneumoniae se encuentran enriquecidos mediante la adicién de sangre de cordero. Esta bacteria
carece de la enzima catalasa, la cual debe ser aportada en forma exdgena; en la practica es
proporcionada por la catalasa de los eritrocitos. El crecimiento bacteriano se ve facilitado en un
ambiente con 8 a 10% de CO,. En medios sdlidos, crece formando colonias de 1 a 3 mm de didmetro
redondas, mucosas y no pigmentadas, las cuales al cabo de 48 horas presentan un aspecto
umbilicado, con una depresion central producida por una autdlisis celular progresiva. En estos
medios con sangre las colonias producen a hemodlisis (digestion parcial de la hemoglobina),
rodeandose de un halo verdoso. S. pneumoniae es sensible a la optoquina y en presencia de bilis o
sales biliares se produce una destruccidn o lisis bacteriana. Estas caracteristicas fenotipicas son la
base para la identificacion de especie.

Epidemiologia

S. pneumoniae es la mayor causa infecciosa de morbi-mortalidad en el mundo, provocando
mas muertes que cualquier otro patégeno humano. Las poblaciones de mayor riesgo son los nifios
menores a 5 afios y los adultos mayores a 65. En paises en desarrollo, se estima que mds de 1 milldn
de nifios menores de 5 afios muere anualmente por neumonia neumocécica (Nuorti et al., 2010;
Levine et al., 2006). Neumococo causa infecciones del tracto respiratorio medio, y otras mas
severas como neumonia, septicemia y meningitis. En Estados Unidos, la letalidad de la meningitis
neumocdcica es cercana al 30%, mientras que en la septicemia y neumonia es del 20% y el 5%
respectivamente (Tomasz, 1997; Varon, 2012).

Aungue neumococo puede causar enfermedades letales, comunmente se encuentra como
un colonizante natural del tracto respiratorio superior, siendo el 60% de los nifios portadores
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asintomaticos (Henriques-Normark et al., 2013; Nunes et al.). Existen 91 serotipos capsulares, con
diferencias estructurales y antigénicas en los polisacaridos de la capsula. La frecuencia de portacién
alrededor de los 2-3 afios de edad es elevada, y disminuye a partir de entonces hasta llegar a un
10% en la vida adulta.

La infeccidon por S. pneumoniae se transmite via persona a persona a través de gotas o
aerosoles de personas infectadas. Las bacterias ingresan a la cavidad nasal y se adhieren a células
epiteliales nasofaringeas (Austrian, 1986). Esta adherencia ha sido demostrada in vivo e in vitro y
es considerada el primer paso antes de la colonizacién y/o invasidn eficiente (Cundell et al., 1995;
Weiser et al., 1996; Bogaert et al., 2004). Una vez en nasofaringe, este patégeno puede entonces
permanecer como un colonizador o propagarse a otros 6rganos como oidos, senos paranasales y
pulmones, pudiendo potencialmente entrar al torrente sanguineo y cruzar la barrera
hematoencefalica para causar meningitis.

Habitualmemente, los serotipos de neumococo responsables de causar infecciones son los
qgue se encuentran con mayor frecuencia en los portadores. La propagacién del organismo de
persona a persona, dentro de una familia o de la casa se ve influenciada por factores tales como el
hacinamiento, la estacidon del afio y la presencia de infecciones respiratorias superiores o
enfermedades neumocécicas como neumonia u otitis media. Las infecciones son mas prevalente
durante el invierno y en primavera, cuando las enfermedades respiratorias son mas frecuentes.

Factores de virulencia

Un prerequisito para la invasividad de neumococo son las habilidades de penetrar células
epiteliales y de atravesar los tejidos barrera para ganar acceso a la submucosa y la sangre. Los
mecanismos que promueven la invasividad estdn asociados con la expresién de factores de
virulencia (Esquema 1). Estos factores corresponden a un grupo de proteinas, toxinas o estructuras
de carbohidratos que son secretadas o bien depositadas en la superficie externa de la bacteria.
Estos componentes bacterianos no afectan la vitalidad del microorganismo, sin embargo facilitan
la evasion inmune, la adherencia y la invasion en la célula huésped.

T Esquema 1. Factores de virulencia de

- - neumococo.

T Los determinantes de virulencia en S.
- B acior pneumom.ae contribuyen en la patogenia de
CYS union a ATP la bacteria, entre los que se destacan la
A capsula, la pared celular, proteinas unidoras

Proteinas de
U

Neumolisina . . . .
unién ametales de  colina, proteinas de  superficie,

neumolisina, autolisina y las proteinas de
union a metales. La expresion de algunos de
estos componentes estd regulada por
mecanismos de sefializacion intracelular en
neumococo, como los sistemas de dos
componentes (adaptado de Kadioglu, 2008.)

Proteinas b\
unién a colina
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Capsula de polisacaridos (CPS)

La capsula de polisacaridos es uno de los factores de virulencia mas importantes de
neumococo. Su rol en la virulencia deriva de su actividad antifagocitica, conferida en gran medida
por la carga negativa del polisacarido (Gupta et al., 2013; Sanders et al., 2011; Jonsson et al., 1985).
Como parte de la respuesta inmune, la bacteria es recubierta por anticuerpos y complemento, para
permitir la fagocitosis del microorganismo. En neumococo, la presencia de cdpsula evita la
interaccion de la porcién Fc de las inmunoglobulinas y de la fraccién C3bi de complemento, con sus
respectivos receptores en la superficie de las células fagociticas, resultando en la evasion de la
fagocitosis (Musher, 1992; Kjos et al., 2015). La capsula también es crucial para la colonizacioén,
dado que facilita el acceso a la superficie epitelial a través de las secreciones mucosas del huésped
(Nelson et al., 2007), y reduce la exposicidn a los antibidticos (van der Poll et al., 2009).

La transicién de microorganismo comensal a patégeno es clave en la relacion entre S.
pneumoniae y su hospedador. Debido a su efecto inhibidor de la adherencia a células epiteliales, la
expresion de una cdpsula gruesa se torna una desventaja para neumococo. El progreso en la
interaccion con las células huésped consiste en un cambio en la expresién de importantes
determinantes de virulencia para adaptarse a un microambiente alterado. La expresién maxima de
la cdpsula es esencial para la virulencia sistémica, pero el grado de exposicién de otras estructuras
de superficie, como adhesinas, también se ve desfavorecida por el espesor capsular (Talbot et al.,
1996; Hammerschmidt et al., 2005). Por lo tanto, la regulacidn de los genes que codifican para
enzimas productoras de capsula a nivel de transcripcidén, traduccion y modificaciones
postraducionales son importantes para la supervivencia de S. pneumoniae en los diferentes
ambientes del huésped.

Fosforilcolina (PCho)

La estructura de peptidoglicano es clasica de bacterias Gram positivas, sin embargo, la
pared celular de neumococo es inusual, ya que contiene dacido teicoico con una estructura
esqueleto conformada por ribitol y fosforilcolina (PCho) unida covalentemente, convirtiéndola en
otro factor de virulencia (Bean et al., 1977; Mahdi et al., 2013). El requerimiento nutricional de
colina es caracteristico de S. pneumoniae, dado que sirve como una molécula de ensamble para la
unién no covalente de proteinas en la superficie de la bacteria (Rosenow et al., 1997).

Se ha propuesto a PCho como adhesina bacteriana al ser un componente estructural inusual
en la pared de neumococo, aunque no especifico de esta bacteria. Es caracteristico de la superficie
celular de otros microorganismos que residen en el tracto respiratorio superior, tales como
Haemophilus influenzae y especies patdgenas del género Neisseria spp.

Debido a que muchas especies bacterianas que ocupan un nicho bioldgico similar expresan
Pcho en la superficie y a su vez poseen un conjunto de genes (licA-D) para su captacion, esta
molécula es considerada importante para la colonizacion (Kadioglu et al., 2008). En neumococo,
PCho media la adherencia bacteriana al receptor del Factor Activador de Plaquetas (PAF-R), el cual
se encuentra ampliamente distribuido en los tejidos del huésped, como asi también en la superficiel
epitelial de la nasofaringe humana (Cundell et al., 1995). El ligando fisioldgico de este receptor es
el Factor Activador de Plaquetas (PAF), cuya estructura y composicién también contiene PCho. De
esta manera, neumococo imita al ligando y utiliza ese receptor como una de las vias de ingreso a la
célula eucariota.
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Proteinas de superficie bacteriana relacionadas a virulencia

Se han identificado tres grupos de proteinas de la superficie celular que intervienen como
factores de virulencia: proteinas de unién a colina (Cbps), lipoproteinas y proteinas que estan
unidas covalentemente a la pared celular bacteriana por un motivo carboxi-terminal de tipo sortasa
(LPXTG; donde X denota cualquier aminoacido) (Kadioglu et al., 2008).

Proteinas de union a colina (Cbps).

Como se menciond anteriormente, neumococo expresa PCho como un componente del
acido teicoico y lipoteicoico. Las Cbps estan ancladas a la superficie celular a través de la interaccion
de secuencias repetidas de 20 aminodcidos y PCho presente en la pared celular neumocécica. El
genoma de S. pneumoniae codifica aproximadamente 15 Cbps (Bergmann et al., 2006), aunque su
numero varia dependiendo de la cepa de neumococo. Cuatro enzimas hidroliticas de la pared
celular (LytA, LytB, LytC y CbpE) han sido implicadas en virulencia.

LytA (N-acetilmuramoil-L alanina amidasa) es la principal autolisina de neumococo. Su
activacion desencadena la lisis de la pared celular, liberando productos altamente inflamatorios,
como por ejemplo neumolisima (Ply), otro factor de virulencia implicado en la formacién de poros
en membranas celulares que poseen colesterol (Ramos-Sevillano et al., 2015; Martner et al., 2008;
Hirst et al., 2008). Sin embargo, LytB, LytC y CbpE estan involucrados en la colonizaciéon
nasofaringea, asi como también en la migracién a través de la matriz extracelular (Bai et al., 2014);
(Ramos-Sevillano et al., 2011; Perez-Dorado et al., 2010; Gosink et al., 2000; Attali et al., 2008). Otra
importante Cbp es la proteina neumococica de superficie A (PspA), ya que mutantes que carecen
de esta proteina han reducido su virulencia en un modelo de sepsis (Berry et al., 2000). PspA
interfiere con el sistema complemento (Ochs et al., 2008) y también se une a lactoferrina (Bitsaktsis
et al., 2012). Por otra parte, la proteina neumococica de superficie C (PspC o CbpA) es un factor de
virulencia multifuncional y su contribucidn a la virulencia varia entre diferentes cepas (Yuste et al.,
2010). PspC actua como una adhesina anclada a PCho, se une al componente secretor humano
presente en el receptor de inmunoglobulina polimérica (Rosenow et al., 1997; Graham et al., 2006;
Lu et al., 2006; Agarwal et al., 2010; Hammerschmidt et al., 1997) y proporciona resistencia al
complemento mediante la unién al Factor H (Dave et al., 2001).

Neumolisina

Descripta originalmente como hemolisina, la neumolisina (o Ply) pertenece a la familia de
toxinas formadoras de poros y es producida por mas de 20 especies de bacterias Gram positivas. Es
una proteina de 53 kDa, presente en la mayoria de los aislamientos clinicos de neumococo, y se
expresa durante la fase logaritmica tardia de crecimiento, aunque carece de una secuencia sefial
de secrecion caracteristica en el extremo N-terminal (Benton et al., 1997). Como consecuencia,
durante afios se pensé que la misma es liberada bajo el mecanismo de autdlisis inducida por la
autolisina LytA en la fase logaritmica de crecimiento. Sin embargo, Balachandran et al
(Balachandran et al., 2001) reportaron que la liberacién de Ply en diferentes cepas de neumococo,
incluyendo una cepa clinica virulenta, ocurre al final de |a fase de latencia y en ausencia de la mayor
autolisina LytA, indicando que existe una liberacion de Ply independiente de autdlisis.
Posteriormente, se demostrd su localizacién en la pared bacteriana (Price et al., 2009), y se
identifico el dominio necesario para su exportacién. Estos hallazgos también han demostrando que

18



en S. pneumoniae, una secuencia sefal no es suficiente para una liberacion dependiente del sistema
de secrecidn bacteriana Sec, pero si resulta adecuada para Bacillus subtillis (Price et al., 2012).

El mecanismo de accién de Ply consta inicialmente de la unién al colesterol de la membrana
y la formacién de poros (30 nm de didmetro) por la oligomerizacién de hasta 50 mondmeros de
toxina (Morgan et al., 1995). De la misma manera, media otros efectos en concentraciones
subliticas, incluyendo la activacion de la via cldsica del complemento, adn en ausencia de
anticuerpos especificos (Mitchell et al., 1991; Ali et al., 2013; Marriott et al., 2008).

Lipoproteinas

Se ha demostrado que la PsaA cumple un rol en la adherencia de neumococo a células
epiteliales, siendo E-cadherina el receptor de la célula hospedadora (Anderton et al., 2007).
Diferentes mutaciones en PsaA causaron efectos pleiotrépicos incluyendo una menor adherencia
de neumococos a las células huésped, la atenuacion en un modelo murino de infeccién intranasal
e intraperitoneal y el aumento al estrés oxidativo (Marra et al., 2002; Hu et al., 2013). PsaA forma
parte de un transportador ABC que transporta manganeso. En este complejo, PsaA es la
lipoproteina de unidn al sustrato, PsaB es la proteina de union al ATP y PsaC es la permeasa.

Otras lipoproteians involucradas en la virulencia son PiaA y PiuA, las cuales estan
involucradas en la captacion de hierro (Brown et al., 2001; Jomaa et al., 2005; Trappetti et al., 2011).

De esta manera, con este arsenal de factores de virulencia, la bacteria lucha por la
superviviencia contra otras bacterias y contra el propio huésped. Conocer del funcionamiento de
cada uno de estos factores, permite entender las estrategias y mecanismos que utiliza el
microorganismo en el desarrollo de una enfermedad.
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Capitulo 2. Sistemas de transduccion de seiales en bacterias.

Las bacterias continuamente estan en contacto con condiciones ambientales fluctuantes,
ya sean cambios en el pH, condiciones redox, concentracion de diferentes iones, etc. Es asi que
frente a situaciones diversas, los sistemas de transduccion de sefales desempefian un rol
importante en la regulacion de la homeostasis bacteriana, poniendo en marcha una respuesta
adecuada para poder sobrevivir y habitar. La esencia de la transduccién de sefiales es la conversion
de una sefal/estimulo en una activacién o represién de genes cuyos productos responden
especificamente a la sefal que desencadend el evento. A pesar de existir una gran diversidad de
estimulos y respuestas, las bacterias utilizan un nimero relativamente pequefio de estrategias
moleculares para la sefalizacidn, siendo la fosforilacion de proteinas un evento fundamental. En
eucariotas, la mayoria de las cascadas de sefializacidon implican proteinas quinasas que fosforilan
especificamente residuos Ser, Thr o Tyr, y regulan la funcién de proteinas blanco. Sin embargo, en
los sistemas de sefializacion procariotas predomina un esquema de fosforilacién diferente. Estas
vias de sefializacion, denominados sistemas de dos componentes (TCS: two-component systems),
estan constituidas por dos proteinas conservadas: una histidin-quinasa (HK) asociada a membrana,
gue actla como sensor autofosforilable en residuos histidina, y un regulador de respuesta (RR)
fosforilable en residuos Asp (Jung et al., 2012). De este modo, cuando el RR es fosforilado por una
HK en un dominio denominado receptor, adquiere cambios conformacionales que le permiten la
regulacién de la expresidn génica o la funcién proteica. En muchos casos, los RR actian como
reguladores transcripcionales a través de su unién al ADN (Hoch, 2000; Stock et al., 2000) (Esquema
2).

Los sistemas de fosfotransferencia estan ampliamente distribuidos en las bacterias y se ha
demostrado que modulan una gran variedad de respuestas celulares, tales como osmoregulacién,
guimiotaxis, esporulacidén, competencia, fotosintesis y patogenicidad (Garvis et al., 2001; Rosch et
al., 2008; Paterson et al., 2006; Pinas et al., 2008). Algunos de estos TCS son esenciales para la
viabilidad de la bacteria (Fabret et al., 1998; Lange et al., 1999; Martin et al., 1999; Throup et al.,
2000), y como se encuentran ausentes en los vertebrados, reciben especial atencidén como posibles
blancos en terapias antimicrobianas (Li et al., 2009).

Estimulo

Dominio sensor

Esquema 2. Estructura de los TCS
bacterianos.

B VESRENE SN , Ny y DA La deteccion de un estimulo externo se
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Sistemas de dos componentes en neumococo

El andlisis del genoma de neumococo permitid identificar 14 sistemas de traduccién de
sefiales, de los cuales existen 13 TCS y un RR huérfano (Lange et al., 1999; Throup et al., 2000). La
mayoria de los sistemas identificados no poseen homologia con otros géneros de bacterias, excepto
TCS02 y TCSO4. Los genes que codifican para las HK y los RR estan ubicados de a pares, lo cual
sugiere que forman parte de un operdn y que su expresion constituye un sistema funcional de
regulacién. Cuando se agrupan los RRs en base a la homologia dentro del dominio efector, es
posible agruparlos dentro de cuatro familias de proteinas que se unen al ADN: OmpR/PhoB,
LuxR/Nar, AraC/Lyt y AgrA/Agr.

La funcién y contribucién a la virulencia de cada uno de los TCS de neumococo se
encuentran resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Sistemas de dos componentes en S. pneumoniae.

TCS Alternative name Rol demostrado en virulencia/Implicancia en mecanismos * Referencias

- La inactivaciéon de hk/rr conllevé a una dramatica disminucién del
Throup, 2000;

01 480 nimero de bacterias en un modelo de infeccién del tracto o
Hava & Camilli, 2002.

respiratorio en ratones.

Wagner, 2002;

. . Echenique, 2001;
VicRK, micAB, de neumococo. .
02 ., L, . L. Kadioglu, 2003;
yycFG, 492 - Regulacién de pared celular y biosintesis de acidos grasos.
Mohedano, 2005;

Ng, 2003, 2005.

- rr02 es el Unico regulador de respuesta esencial para la sobrevida

Regulador de la expresidn de pspA. Regulacidén de competencia.

- Respuesta al estrés por vancomicina.
03 474 . L, X . Haas, 2005.
- No se evidencio rol en virulencia.

- En ciertas cepas controla la expresion de psaA, regula virulencia y
04 pnpRS, 481 . . ) o McCluskey, 2004.
resistencia al estrés oxidativo.

Throup, 2000;
05 ciaRH, 494 - Estrés 4cido, competencia, virulencia, resistencia a cefotaxima. Echenique, 2000.
Marra, 2002.

Throup, 2000;

06 478 - Regulacion de factores de virulencia CbpA y PspA.
gulact virulencia ~opAY Fsp Standish, 2005.

Throup, 2000;
Hava & Camilli, 2002.

07 539 - Involucrado en virulencia en un modelo murino.

. . Throup, 2000;
- Metabolismo de celobiosa.
08 484 ., . Song, 2008;
- Regulacion del pilus (cepa TIGR4).
McKessar, 2007.

Throup, 2000;

- Rol importante en virulencia en modelos de neumonia y Hava & Camilli, 2002;
09 zmpSR, 488 _
bacteriemia. Lau, 2001;
Blue & Mitchell 2001.
- Tolerancia a vancomicina. Robertson, 2002;
10 vncRS, 491 . L, X .
- No se evidencio rol en virulencia. Haas, 2004.
1 479 - Respuesta al estrés por vancomicina. Haas, 2005;
- Produccién biofilm. Cockeran, 2014.
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Lau, 2001;
Bartilson, 2001;
Kowalko, 2008;

Hava & Camilli, 2002;
Pifias, 2008.
Cian, 2015.

12 comDE, 498 - Competencia y autdlisis.

, . . Throup, 2000;
- Control del regulén de quorum-sensing que involucrado en la .
13 blpRH, 486 ) . L, L . o de Saizieu, 2000;
sintesis y exportacion de péptidos del tipo bacteriocinas.

Dawid, 2007.
- En modelos de neumonia, la mutante que carece de este regulador
de respuesta mostré una disminucidn en la irulencia. Throup, 2000;
14 ritR, 489 - Regulador del sistema de captacion de hierro piu, actuando como Ulijasz, 2004;
represor. Ong, 2013.

- Estrés oxidativo.

* En algunos casos, lo resultados varian segun las cepas y modelos experimentales de infeccion utilizados.

Caracteristicas relevantes de los TCS mas estudiados hasta el momento.

TCS12 /ComDE / 498
Competencia

S. pneumoniae es una bacteria naturalmente competente, es decir que genera un estado
permisivo y altamente regulado, que posibilita la captacién de ADN para contribuir a su diversidad
genética (Claverys et al., 2002). La induccidon de competencia para la transformacién genética
natural depende de una via de sefializacién que involucra al péptido estimulante de la competencia
(CSP: Competence-Stimulating Peptide) (Havarstein et al., 1995) y al sistema regulatorio de dos
componentes TCS12, mayormente conocido por ComDE (Pestova et al., 1996). CSP es producido a
partir de un pre-péptido codificado por el gen comC, exportado por el transportador ComAB vy
escindido para generar el péptido maduro (Havarstein et al., 1995; Hui et al., 1995). Una vez
alcanzada una concentracion critica de CSP en el medio extracelular, el mismo interacciona con el
receptor ComD, que actia como HK. Esta interaccién genera un cambio conformacional en el
dominio transmembrana de ComD que provoca su autofosforilacion. Posteriormente, ComD
fosforila a su regulador de respuesta, ComE, el cual activa la transcripcidn de genes tempranos de
competencia (Claverys et al., 2002; Claverys et al., 2006), tales como los operones comCDE vy
comAB, y se produce una retroalimentacion positiva en respuesta al incremento en los niveles de
CSP, que promueve el desarrollo sincronizado de competencia en la poblacidon. Asimismo, la
fosforilacién de ComE induce la expresion del gen comX que codifica un factor sigma alternativo,
ComX, el cual estimula la expresién de un grupo de genes tardios, entre los que se encuentran
aquellos requeridos para la captacién y recombinacion del ADN (Lee et al., 1999; Luo et al., 2003)
(Esquema 3).

La mutante carente de ComD en modelos de neumonia y bacteriemia demostré el vinculo
entre competencia y virulencia (Bartilson et al., 2001; Lau et al., 2001; Hava et al., 2002). Entre los
genes inducidos por CSP relacionados a virulencia se encuentran /ytA, htrA y cbpD que codifican
para la autolisina principal, una proteasa de respuesta al estrés y una proteina de competencia,
respectivamente.

22



Exterior

] Viembranaicelular: Viaguinarial
- decaptacion
ComD) Citosol de ADN Ml.'ll‘l:iples
ComA ComB funciones
pre-CSP

\
e

comC” comD " comE
(csP) (HK)  (RR)

e

comA” comB

inA I I I lytAI

ci recA * dynF

oo

Esquema 3. Regulacién de la competencia en S. pneumoniae.

La activacion del estado de competencia involucra una serie de eventos requeridos para la captacion de ADN desde el
exterior. La transformacion bacteriana es mediada por un péptido estimulante de la competencia (CSP), que es
codificado por comC. El pre-péptido es escindido durante su exportacion a través de ComAB. El péptido maduro se
acumula en el medio externo y luego de alcanzar una concentracion critica, activa ComD (HK). La transferencia del
grupo fosfato ocurre desde HK hacia ComE, su RR correspondiente. La activacion de ComE es capaz de regular la
expresion del operon comCDE y comAB, que activan la transcripcion de comX, que codifica para un factor sigma
alternativo. ComX activa genes involucrados en la competencia, incluyendo el aparato de captacion de ADN como
también otros que no estdn vinculados con competencia (Adaptado de (Paterson et al., 2006).

Autdlisis

En bacterias, la autdlisis es uno de los mecanismos mas evidentes de muerte celular
programada, formando parte de procesos del desarrollo bacteriano, tales como la transformacion,
esporulacion y la formacién de cuerpos de fructificacion mixobacteriana. Este mecanismo se
desencadena por una autodigestion de la pared celular llevada a cabo por hidrolasas de
peptidoglicano. En diferentes especies bacterianas, también se asocia la autdlisis con la regulacion
de la transformacion natural (Lewis, 2000). En S. pneumoniae, LytA es la autolisina principal y esta
codificada por el gen IytA, que se encuentra en el mismo operdn que recA. El gen recA codifica una
proteina responsable de la recombinacién homdloga de ADN exdgeno. Curiosamente, el operdn
cinA-recA-dinF-IytA esta regulado por el sistema de transduccién de sefiales ComDE (Mortier-
Barriere et al., 1998).

Ademads de la activacidn de LytA mediada por ComE durante el desarrollo de competencia
en medios ligeramente alcalinos, la induccién de autdlisis por antibidticos es la mds difundida por
su importancia clinica (Mascher et al., 2006). En nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que
el estrés acido también es un inductor de lisis en neumococo (Pinas et al., 2008). Este fendmeno es
controlado por ComE en su estado fosforilado, pero a través de una sefalizacién distinta a la que
regula el estado de competencia. La autdlisis por estrés acido (ASIL) es independiente de la
activacion por CSP, de la quinasa ComD y del factor ComX (Pinas et al., 2008) (Esquema 4). Por otra
parte, se ha descripto que StkP, la Unica serin/treonin quinasa en neumococo (Echenique et al.,
2004), es requerida para el desarrollo de ASIL y participa en la via regulada por ComE (Pinas et al.,
2008).
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Otro punto de control del operén comCDE a pH 7.8 es el TCS05 (ciaRH) ((Guenzi et al., 1994;
Martin et al., 2000; Echenique et al., 2000), que también esta involucrado en mecanismos de
resistencia a distintos tipos de estrés. Se ha visto que este sistema de sefializacion ejerceria un rol
protector de la bacteria, frente a la autdlisis, independiente de la activacion mediada por ComE
(Pinas et al., 2008).
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Esquema 4. Modelo de respuesta al estrés dcido mediado por ComE.

Como respuesta al estrés dcido ComE es fosforilado por un mecanismo aun no conocido, lo que resulta en la induccion
de autdlisis. En esta via también participa la serin/treonin quinasa StkP, la cual es requerida en etapas previas y también
posteriores a la fosforilacion de ComE. Por una via independiente el sistema de dos componentes CiaRH ejerce un rol
protector frente a la autdlisis inducida por estrés dcido (Pinas et al., 2008).

TCSO05 / CiaRH / 494

El sistema de dos componentes CiaRH (Competence-Induction and Altered cefotaxime
susceptibility) de neumococo se identificé en una busqueda de mutantes espontaneas resistentes
al antibidtico cefotaxima (Guenzi et al., 1994). Este sistema de sefializacion afecta una diversidad
de procesos como el desarrollo de competencia, autdlisis, produccion de bacteriocinas, respuesta
a microaerobiosis, colonizacion en el huésped, resistencia a antibidticos y virulencia (Guenzi et al.,
1995; Throup et al., 2000; Echenique et al., 2000; Zahner et al., 2002; Halfmann et al., 2011; Marx
et al., 2014). El desarrollo de competencia produce un estrés transitorio en las bacterias, siendo
CiaRH el sistema requerido para afrontar el estado de transformabilidad (Dagkessamanskaia et al.,
2004). Por otro lado, en ausencia de CiaR, la autolisis incrementa en respuesta a la induccién de
competencia. Esto hallazgo demostré que CiaRH es importante para mantener la integridad de la
célula, haciendo frente a condiciones inductoras de lisis (Zahner et al., 2002; Dagkessamanskaia et
al., 2004; Mascher et al., 2006; Pinas et al., 2008).

Una conexidn clave entre CiaRH y competencia es el control que ejerce en la expresion de
HtrA, una proteasa relacionada a estrés. En mutantes ciaRH se ha observado que la transcripcién
de htrA disminuye (lbrahim et al., 2004; Paterson et al., 2006), mientras que su restauracion
reestablece el estado de competencia natural (Sebert et al., 2005). Asimismo, cepas carentes de
HtrA mostraron una fuerte reduccidn de la carga bacteriana, reducida diseminacion e inflamacién
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en pulmones de ratones infectados, confirmando la implicancia de este factor en la virulencia de
neumococo. Por otro lado, existen estudios que sugieren que CiaRH esta involucrado en la
respuesta de neumococo al oxigeno y a iones calcio (Echenique et al., 2000; Echenique et al., 2001;
Giammarinaro et al., 1999).

Algunos patdgenos bacterianos son capaces de sobrevivir en condiciones acidas por un
mecanismo denominado “respuesta de tolerancia al acido” (ATR, por sus siglas en inglés Acid
Tolerance Response), un fenédmeno por el cual un organismo aumenta su capacidad de resistir un
pH letal como consecuencia de una exposicidn previa a un pH subletal (Cotter et al., 2003). Con el
fin de sobrevivir dentro de la célula hospedadora, diferentes bacterias resisten los ambientes acidos
encontrados durante los procesos de endocitosis o fagocitosis, donde el pH fagosomal varia de 4.5
a 5.5 debido a la actividad de la ATPasa vacuolar. Se ha demostrado que CiaR participa en el
mecanismo de ATR ya que en mutantes que carecen de este TCS la sensibilidad al pH se encuentra
incrementada. Por lo tanto este sistema de sefializacion favorece favorece el desarrollo de
tolerancia al estrés acido (Pinas et al., 2008; Cian et al., 2015).

Otros sistemas de dos componentes

Diferentes TCS han sido parcialmente caracterizados; entre ellos, TCS13 (BIpHR), que es
inducido por el péptido BIpC que controla la produccion de bacteriocina (de Saizieu et al., 2000);
TCS04, que estd involucrado en la regulacién de PsaA (McCluskey et al., 2004) y TCS06, un sistema
regulador de la expresion de CbpA (Agarwal et al., 2012). El Unico RR esencial es MicA (RR02)
(Echenique et al., 2001; Kadioglu et al., 2003), que regula la expresién de PspA. RitR (RR14) esta
involucrado en el transporte de hierro (Ulijasz et al., 2004; Ulijasz et al., 2009). Se ha demostrado
que 8 de los 14 TCS, son criticos para el crecimiento en modelos murinos de infeccion del tracto
respiratorio, asignandole una gran importancia en la patogénesis de S. pneumoniae (Hava et al.,
2002).
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Capitulo 3. La transicion de bacteria colonizante a invasiva.

La conversidon de un microorganismo comensal en uno invasivo es acompafiada por el
traspaso de barreras tisulares, una subsecuente adaptacion del patégeno a diferentes nichos y una
alteracion de la accion regulatoria por parte del sistema inmune (Ghaffar et al., 1999). La invasion
a células hospedadoras es un proceso con multiples etapas, y se inicia con la adhesién de la bacteria
a la superficie celular. S. pneumoniae se une con avidez a las células epiteliales de la nasofaringe y
pulmodn, asi como a células endoteliales periféricas y de la microvasculatura cerebral (Grigg et al.,
2012; Yokota et al., 2010; lovino et al., 2014).

La capsula de neumococo resulta ventajosa para evadir las barreras del hospedador y
alcanzar la mucosa respiratoria (Ring et al., 1998; Kjos et al., 2015). Sin embargo, la capsula
representa una desventaja para la invacion a la célula huésped, ya que a cobertura de polisacaridos
presentes en la pared celular oculta los sitios de unidn al epitelio (Hammerschmidt et al., 2005;
Wartha et al., 2007). Para lograr una infeccidn exitosa, la bacteria modula sus propiedades de unidn
al entorno a través de un proceso llamado variacion de fase. En este mecanismo, la cantidad de
polisacarido capsular varia entre un fenotipo opaco (capsula gruesa) y uno transparente (capsula
delgada), cubriendo o exponiéndo diferentes moléculas de adhesién respectivamente. Durante la
colonizaciodn, la capsula gruesa evita el atrapamiento bacteriano dentro de la mucosidad, asi como
también la unidn a inmunoglobulinas y complemento, evitando de esta manera la
opsonofagocitosis. Una vez que neumococo ha alcanzado el epitelio nasofaringeo, regula su
expresion génica, manifiesta un fenotipo transparente y se une a glicoconjugados que se expresan
en la mucosa respiratoria, como por ejemplo N-acetil-D-galactosamina (GalNac). La unidén a esta
molécula es promovida por Neuraminidasa A (NanA), una glicosidasa neumocdcica que escinde el
acido sialico presente en mucinas, glicolipidos, glicoproteinas, y oligosacaridos, mejorando de este
modo la adhesidn bacteriana al epitelio (Brittan et al., 2012; Parker et al., 2009; King et al., 2006).
Por otro lado, se ha descripto que los residuos de acido sialico escindidos sirven como una fuente
de hidratos de carbono para el metabolismo bacteriano (Severi et al., 2007; King et al., 2006;
Yesilkaya et al., 2008), hecho que ratifica la predileccién de neumococo en la colonizacion de
ambientes ricos en mucina.

Una vez que neumococo logra adherirse a células epiteliales, se promueven los eventos de
internalizacién e invasion, con el objetivo de ganar acceso a sitios estériles del organismo. Se han
descrito dos mecanismos de transmigracion epitelial por parte de S. pneumoniae. El primero, se
inicia por la union de la molecula fosforilcolina (PCho) al receptor al receptor del factor activador
de plaquetas (PAF-R) (Cundell et al., 1995; Cundell et al., 1996; Fillon et al., 2006). PCho es un
componente del acido teicoico y lipoteicoico que se encuentran asociados a la pared celular
bacteriana, y comparte homologia estructural con el ligando fisiolégico del PAF-R. Mediante la
unién de PCho a PAF-R, neumococo puede ingresar en la célula siguiendo la via de reciclaje del
receptor (Radin et al., 2005; Ishizuka et al., 2001). Se demostrd que ratones carentes de PAF-R o
ratones salvajes tratados con antagonistas del ligando fisioldgico, son resistentes a neumonia,
sepsis y meningitis cuando se los infecta con neumococo (Radin et al., 2005; Rijneveld et al., 2004;
Grigg, 2012).Estos resultados indican que PAF-R es importante para la progresion de la infeccion a
una enfermedad. Por otra parte, la activacion de células endoteliales vasculares con trombina o
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TNF-1 produce un incremento sustancial en la internalizacién de neumococo. Este fendmeno se
asocid a un incremento en la expresion de PAF-R, dependiente de trombina o TNF-1(Cundell et al.,
1995). El segundo mecanismo involucra la unién de la PspC (o también conocida como CbpA) a la
porcidn extracelular del receptor de inmunoglobulina epitelial (PIgR), también conocida como
“componente secretorio” (Elm et al., 2004; Elm et al., 2004; Kaetzel, 2001). Se demostré que la
expresion de PspC es un factor importante para la colonizacién y la enfermedad invasiva por S.
pneumoniae, aunque su efecto sobre la virulencia puede variar entre cepas (Brock et al., 2002;
Hammerschmidt et al., 2000; Kerr et al., 2006). Ademas, PspC une acido sialico y lacto-N-tetrosa de
la superficie de células epiteliales respiratorias, lo cual también demostré facilitar la colonizacion
(Rosenow et al., 1997). Después de la adhesion a la célula hospedadora, neumococo utiliza la via
de reciclaje de plgR, analoga a la via del PAF-R, para ser transportado entre las membranas apical y
basal de la célula epitelial (Asmat et al., 2014; Zhang et al., 2000). La cantidad de PIgR en la
superficie celular se correlaciona con el grado de adhesion e invasion de neumococo, existiendo un
gradiente decreciente desde el tracto respiratorio alto hacia el bajo, lo cual es opuesto al patrén
observado para PAF-R (Mestecky et al., 2005; Zhang et al., 2000). En consecuencia, se postula que
el receptor Plg funciona como un receptor de neumococo en la nasofaringe y también en el
endotelio microvascular del cerebro (Lu et al., 2003; lovino et al., 2014), mientras que PAF-R actua
en la adhesidn e invasion al epitelio pulmonar (Zhang et al., 2000). Una vez que neumococo se une
a la superficie de las células hospedadoras, se activan vias de sefializacién en respuesta a
componentes bacterianos. Estas cascadas de sefalizaciéon implican una gran variedad de efectores
corriente abajo y pueden ser acopladas o desacopladas a proteina G. (Radin et al., 2005; lovino et
al., 2013).

Mecanismos de internalizacién: endocitosis y fagocitosis

La membrana plasmatica de las células eucariotas constituye un limite dinamico que separa
el citoplasma del ambiente circundante (Conner et al., 2003). Los iones y moléculas pequefias, tales
como azUcares y aminoacidos pueden atravesar facilmente la membrana plasmatica a través de
complejos de proteinas transmembrana que estan incrustados en la bicapa y que forman canales y
bombas, mientras que el transporte de macromoléculas y complejos moleculares requiere un
proceso diferente de internalizacidn. En este caso, los compuestos son transportados dentro de la
célula como vesiculas que se forman a partir de la invaginacién de ciertos dominios de membrana
hacia el lado interno de la membrana plasmatica. La internalizacién se divide en dos tipos
principales: la fagocitosis y la endocitosis (Conner et al., 2003) (Esquema 5).

El proceso de fagocitosis se limita a una clase limitada de células incluyendo macrdéfagos,
monocitos y neutrdfilos, y por lo general se utiliza para eliminar agentes patdgenos y los restos de
células muertas. En la fagocitosis se encuentran involucradas GTPasas de la familia Rho y otras
moléculas de sefializacién activadas por receptores especificos de la superficie celular que
estimulan la polimerizacion/despolimerizacion de actina (Conner et al., 2003; Cossart, 2004). El
proceso de internalizacién es mediado por actina, la cual genera protrusiones de ciertos dominios
de la membrana plasmatica que posteriormente se fusionan para envolver al objeto fagocitado
dentro una vesicula. Luego de la internalizacién, los patdégenos son destruidos por medio de
hidrolasas acidas y proteasas lisosomales.
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En contraste a la fagocitosis, la endocitosis es un proceso comun a todos los tipos de células
(Nichols et al., 2001) con excepcion de los gldbulos rojos. Este proceso es una via clasica de
internalizacién de particulas pequefias, aunque recientemente se ha despcripto la internalizacién
de objetos mas grandes incluyendo bacterias (Veiga et al., 2005; Cossart et al., 2008). En base a los
mecanismos moleculares la endocitosis se clasifica en: endocitosis dependiente de clatrina;
dependiente de caveolina; independiente de clatrina y caveolina (dependiente o independiente de
microdominos de lipidos) y macropinocitosis.

Macropinocitosis comparte similitudes con la fagocitosis y en particular utiliza vias de
sefializacion mediadas por GTPasas que estimulan eventos de polimerizacion/ depolimerizacion de
actina (Conner et al., 2003; Ridley, 2001). En este proceso se forman ondulaciones de la membrana
qgue colapsan y se fusionan con la membrana plasmdtica. De esta manera se forma un
macropinosoma que es de mayor tamafio que las vesiculas endociticas normales. Mientras que en
la endocitosis clasica requiere de la actividad de dinamina para la fision de la vesicula, el
macropinosoma es escindido de la membrana plasmatica de manera independiente de dinamina
(Pelkmans et al., 2003).

Fagocitosis Macropinocitosis Endocitosis Endocitosis Endocitosis
(= 1um) mediada mediada Independiente de
por clatrina por caveolina Clatrina y caveolina

(=120 nm) (=60 nm) (=90 nm)

—m}g 1")’3_1 f‘

Esquema 5. Diferentes mecanismos de ingreso de material dentro de la célula.
Las vias endociticas difieren respecto al tamarfio y naturaleza del cargo, como asi también de los mecanismos involucrados
en la formacion de la vesicula.

La endocitosis dependiente de clatrina y la endocitosis dependiente de caveolina se
caracterizan por la formacién de vesiculas recubiertas con clatrina o caveolina respectivamente.
Estos complejos de cubierta se ensamblan en estrecha asociacién con la membrana plasmatica
formando un andamio rigido y curvado. Finalmente, dinamina escinde la vesicula endocitica de la
membrana plasmatica (Henley et al., 1998). En la mayoria de las células eucariotas la endocitosis
mediada por clatrina es una importante ruta de ingreso e internalizaciéon de bacterias, virus o
toxinas (Duncan et al., 2002; Rohde et al., 2003). Por ejemplo, Listeria monocytogenes o Escherichia
coli enteropatogénica (EPEC) secuestran un conjunto de proteinas endociticas para promover la
internalizacién bacteriana y formacion de los pedestales de actina, respectivamente (Pizarro-Cerda
et al., 2010; Veiga et al., 2007; Humphries et al., 2013), haciendo uso de la endocitosis mediada por
clatrina como medio de entrada a la célula infectada. Asimismo gran cantidad de virus hacen uso
del ingreso via clatrina o caveolina: influenza, papilomavirus, virus respiratorio sincicial, entre otros
(Sun et al., 2013; Raff et al., 2013; Gutierrez-Ortega et al., 2008). Se ha descrito el ingreso de S.
pneumoniae a las células epiteliales y endoteliales a través de mecanismos dependientes tanto de
clatrina, como caveolina (Gradstedt et al., 2013; Asmat et al., 2014).

Los eventos endociticos también pueden ocurrir sin laintervencién de proteinas de cubierta
en las vesiculas en formacién. Este mecanismo aun no ha sido completamente caracterizado y se
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refiere como endocitosis independiente de clatrina y caveolina (Le Roy et al., 2005). En este caso, la
formacidn de invaginaciones a nivel de la membrana plasmadtica es impulsada Unicamente por la
composicion lipidica de ciertas regiones de la membrana. Estas estructuras no requieren ninguna
proteina de andaminaje y en algunos casos se asocian con microdominios de lipidos que pueden
requerir o no dinamina (Nichols et al., 2001; Cossart et al., 2010; Vadia et al., 2011).

Para establecer una infeccidn, los microorganismos patdgenos han desarrollado diversas
estrategias para burlar las defensas del huésped y explotar su maquinaria celular. Dependiendo del
patdgeno en particular, los factores de virulencia pueden desactivar o revertir las vias de tréfico
vesicular hacia o desde la superficie de la célula, promoviendo su ingreso, replicaciéon o escape.
Distintas bacterias ingresan en las células no fagociticas a través de la activacién de mecanismos de
cierre (“zipper”) o de gatillo (“trigger”). En ambos casos, la alteracién de la via endocitica
desencadena una cascada de acontecimientos que conducen a la polimerizacién de actinay a la
reorganizacién reordenamiento del citoesqueleto, lo cual permite el ingreso de la bacteria.
Posteriormente, estas ultimas se internalizan en una vacuola, también conocido como un
fagosoma.

En las células eucariotas, las Rab GTPasas son proteinas fundamentales para la
organizacion, el mantenimiento y la dindmica del sistema de endomembranas, funcionanado como
reguladoras de las vias especificas de transporte de membrana (Agola et al., 2011; Hutagalung et
al., 2011). En las infecciones bacterianas, las proteinas Rab desempefian una funcién esencial en la
inmunidad del huésped, internalizacion por endocitosis o fagocitosis y direccionamiento del
transporte de los patégenos fagocitados hacia los lisosomas para su degradaciéon. Comunmente, el
trafico de las vacuolas que contienen a los patdgenos estd mediado por numerosas proteinas Rab
que dirigen el transporte desde una vesicula endocitica temprana (Rab-5 positivas) hacia un
compartimiento tardio (Rab-7 positivo). Finalmente, los patégenos destinados a la degradacidn son
transportados hacia el compartimiento lisosomal.

Endocitosis en la infeccion por S. pneumoniae

La endocitosis mediada por clatrina es la ruta mejor caracterizada para el ingreso de
neumococo. PAF-R media la internalizacién neumocdcica que depende de B-arrestina como
proteina adaptadora del entramado de clatrina (Radin et al., 2005). Recientemente, se ha descrito
la internalizacion mediante otra via diferente que involucra a caveolina-1 (Gradstedt et al., 2013;
Asmat et al., 2014). Mediante microscopia electrdnica de células A549 infectadas con neumococo,
se observd la presencia de |la bacteria dentro de vacuolas intactas y de forma libre, en el citoplasma
de células dafiadas (Talbot et al., 1996). En el ingreso de la bacteria participan algunas de las
proteinas Rab involucradas en diferentes estadios de maduracién de las vesiculas endociticas.
Estudios de la via endocitica en células de epitelio capilar de cerebro de rata (rBCEC6) dentro de los
15 a 60 min posteriores a una infeccion con neumococo, muestran que: (i) un 48-56% de las
bacterias internalizadas colocalizan con Rab5 y EEA1 (marcadores de endosomas tempranos); (ii)
un 37-43% colocaliza con Rab7 y LAMP1 (marcadores de endosomas tardios); y (iii) un 16-24% de
colocaliza con el marcador de reciclaje Rab11 (Radin et al., 2005) (Esquema 6). Se ha descrito en
cultivos polarizados de células de endotelio cerebral humano (células BMEC) infectados con
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neumococo, que las bacterias pueden tomar tres tipos de destinos diferentes luego de acceder por
el lado apical de la monocapa. Mientras que una poblacidn transmigré exitosamente hacia la cara
basolateral de la célula hospedadora, una pequeia cantidad salié nuevamente por la cara apical de
las células utilizando una via de reciclaje y el resto murié en los lisosomas (Ring et al., 1998). Por
otro lado, cuando el ingreso de la bacteria es mediado por PspC, su interaccion especifica con el
plgR humano participa en la via endocitica, la cual requiere caveolina, clatrina y dinamina (Agarwal
et al., 2010). Asimismo, el destino intracelular involucra el trafico por los endosomas tempranos
(Rab5), tardios (Rab7), reciclaje (Rab11 y Rab4) y lisosomas (LAMP-1). Recientemente, se confirmod
gue neumococo también puede realizar transcitosis desde la cara apical de la célula hacia la basal,
mediada por plgR/PspC (Asmat et al., 2014).
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Esquema 6. Mecanismos de ingreso de S. pneumoniae en células epiteliales.

Estrategia empleada por neumococo para su internalizacidn a través de la interaccion con ciertos receptores celulares,
simulando al ligando fisiolégico. Una de estas vias es la del PAF-R, cuyo ingreso es mediado por clatrina diferentes
proteinas adaptadoras, como B-Arrestina. La segunda ruta de entrada es a través del transporte inverso del plgR. Este
receptor transporta Ig poliméricas (IgM e IgA) desde la cara basal a la apical del epitelio, en un mecanismo denominado
transcitosis. Neumococo se une al receptor, a través de PspC, expresado en la superficie bacteriana y logra eludir los
mecanismos de defensa del huésped, eludiendo los mecanismos de defensa del hospedador.

Mecanismo de autofagia en las infecciones bacterianas.

La macroautofagia (de aqui en mas: autofagia) es una via celular que dirige a proteinas y
organelas hacia los lisosomas para su degradacion. Este proceso se produce a un nivel basal en
condiciones ricas en nutrientes y se encuentr exacerbada en respuesta a diversas condiciones de
estrés celular, tales como la deprivacién de nutrientes. La autofagia puede ser selectiva o no
selectiva. A su vez la autofagia selectiva puede clasificarse en autofagia organulo-especifica o
xenofagia. El primer caso se refiere los blancos son organelas celulares y se denomina mitofagia
para mitocondrias, peroxifagia para peroxisomas y retriculofagia para reticulo endoplasmico. En
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cambio la xenofagia se encuentra direccionada a los microorganismos (Klionsky et al., 2014). Este
proceso se encuentra altamente regulado, desde su comienzo hasta su finalizacién, por el grupo de
proteinas Atg (relacionados a la autofagia) (Ohsumi, 2001). Dos sistemas de conjugacion del tipo
ubiquitina, Atg5-Atg12 y Atg8-fosfatidiletanolamina (PE) o también llamado LC3, son esencial para
el inicio de la formacion del autofagosoma (Cao et al., 2007). Atg8 tiene un homologo en los
mamiferos, la cadena liviana 3 de la proteina asociada a microtubulos 1 (MAP1), o simplemente
LC3, que se considera uno de los marcadores mas fiables de la autofagia (Kabeya et al., 2000). La
proteina soluble LC3 se distribuye inicialmente en el citosol. Después de ser escindida por la
proteasa de cisteina Atgd, se convierte en LC3-l, que posteriormente se conjuga con
fosfatidiletanolamina en la superficie de la membrana autofagosoma. Esta conjugacion LC3-
fosfatidiletanolamina se denomina LC3-Il, y se requiere para el cierre de la membrana de
aislamiento y la fusidn de los autofagosomas con los lisosomas (Kabeya et al., 2000).

Frente a estimulos que inducen un incremento de autofagia, tienen lugar dentro de la célula
una serie de reordenamientos de membrana que conducen al aislamiento de ciertas partes del
citoplasma, dentro de las llamadas “membrana de aislamiento” o “fagoforo” (Esquema 7). Estas
membranas se alargan y rodean al objetivo, generando la estructura caracteristica de doble
membrana denominada “autofagosoma” (Mizushima et al., 2007), cuyo tiempo de formacién
consta de sélo 5-10 min (Mizushima et al., 2001). Luego, el autofagosoma recluta a LC3-Il y
proteinas de la membrana lisosomal como la la H*-ATPasa y LAMP1, convirtiéndose asi en un
autofagosoma tardio, carente de enzimas hidroliticas. Finalmente, los autofagosomas tardios se
fusionan con los lisosomas, los cuales contienen proteasos acidas, y forman el autofagolisosoma.
De esta manera, los componentes celulares secuestrados son degradados dentro del
autofagolisosoma, y los productos de descomposicidn resultantes se reciclan para la sintesis de
nuevos componentes celulares (Dorn et al., 2002). Esta reorganizacién dindmica de membranas
permite degradar una cantidad relativamente grande de componentes citoplasmaticos al mismo
tiempo, en contraste con el sistema ubiquitina-proteasoma, otro sistema principal de degradacion
enfocado en la degradacion individual de proteinas ubiquitinadas (Welchman et al., 2005).

Una de las funciones de la autofagia en la defensa celular es eliminar los patdgenos
invasores. Aunque generalmente las bacterias que invaden células a través de endocitosis son
dirigidas hacia los lisosomas y degradadas alli, algunos de ellos logran evadir el mecanismo de
defensa del huésped mediante el bloqueo o la alteracién en la maduracién del endosoma. Una vez
en los endosomas, algunos patdégenos escapan hacia el citosoplasma y evitan su destruccién en los
lisosomas (por ejemplo Listeria o Shigella), mientras que otros interfieren con la fusion entre
endosomas-lisosomas y forman vacuolas replicativas (por ejemplo, Salmonella o micobacterias). Se
ha descripto que la autofagia puede degradar patdgenos intracelulares localizados tanto en el
citosol (Ogawa et al., 2005; Yoshikawa et al., 2009) como en el interior de endosomas (Gutierrez et
al., 2004; Birmingham et al., 2006). A lo largo de los afios, la autofagia ha sido vista como parte vital
de la respuesta inmune del huésped a la infeccién microbiana; sin embargo, su funcién debe ser
considerada de una manera mucho mds amplia en la respuesta del huésped a la infeccién, no sélo
como una via de eliminacién de bacterias dentro de lisosomas (Levine, 2005; Levine et al., 2007;
Sanjuan et al., 2008; Campoy et al., 2009). Ademas de restringir la replicacién bacteriana y favorecer
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su eliminacidn, la autofagia también puede favorecer la supervivencia intracelular (Campoy et al.,
2009; Fedrigo et al., 2011; Otto et al., 2004; Gutierrez et al., 2005; Pizarro-Cerda et al., 1998).

Membrana de aislamiento Autofagosoma Autofagolisosoma
“Fagoforo”

Deprivacién de nutrientes ., Baﬁlomicir_m Al
Rapamicina LC3 Cloroquina

Esquema 7. Mecanismo de autofagia.

En la iniciacion de la autofagia la membrana secuestrante denominada membrana de aislamiento o fagoforo forma una
estructura preautofagosomal. El origen de la membrana es desconocido pero probablemente incluye el reticulo
endoplasmadtico y la via secretoria temprana. El fagoforo envuelve citosol y el material a ser degradado; posteriormente
se forma una vesicula de doble membrana, llamada vacuola autofdgica o autofagosoma. La forma conjugada de LC3 se
localiza tanto en el interior como en el exterior de la membrana de aislamiento y sirve como unico marcador de fagoforos
y autofagosomas. Este ultimo al adquirir enzimas hidroliticas por fusion con lisosomas genera un autofagolisosoma de
simple membrana, permitiendo que el material sea degradado y reciclado.

En relacién a la infeccién por S. pneumoniae, hasta el momento de escritura de este trabajo,
no se han reportado antecedentes que vinculen la via autofagica con los mecanismos intracelulares
de esta bacteria. Debido a la gran cantidad de microorganismos relacionados a autofagia durante
su estadio intracelular, resulta sumamente importante conocer y comprender también la
implicancia de este proceso en la infeccidon por neumococo.
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Capitulo 4.Virus influenza A humano.

El término influenza deriva de la palabra italiana “influentia”, debido a que a mediados de
1300 se consideraba que la enfermedad era resultado de influencias astroldgicas. Sin embargo, la
etiologia de la enfermedad y la explicacidon de su comportamiento peculiar permanecieron esquivas
durante varios afios. Ya en el siglo XIX, se pensaba que la gripe era debido a una infeccion bacteriana
con Haemophilus influenzae. No fue hasta 1931 que Richard Shope mostré que la gripe porcina
podria ser transmitida a partir de moco filtrado, lo cual indicaba que el agente causante era un virus
y no una bacteria (Shope, 1931). Afios mas tarde, Hoyle y sus colaboradores aislaron el virus de la
gripe humana, asociado a enfermedades respiratorias (Hoyle et al., 1937).

Estructura del virion

Los virus influenza son miembros de la familia Orthomyxoviridae, la cual comprende 5
géneros: Influenza virus A, Influenza virus B, Influenza virus C, Thogotovirus e Isavirus. Esta familia
consta de virus envueltos, ARN segmentado, monocatenario, sentido negativo (ssARN). Cada viridn
contiene una ribonucleocapside helicoidal (también llamada vRNP por ribonucleoproteina viral).
Los viriones de influenza son de forma esférica o alargada de 80-120 nm de diametro (Fujiyoshi et
al.,, 1994). La envoltura viral consiste en una bicapa lipidica que contiene tres proteinas
transmembrana: HA (hemaglutinina), NA (neuraminidasa), y M2 (canal de iones) en el exterior y
M1 (proteina de la matriz) debajo de la membrana (Esquema 8). La bicapa lipidica del virus de la
gripe consta de una estructura de mosaico conteniendo microdominios de lipidos enriquecidos en
colesterol, derivadas de la membrana plasmatica del hospedador (Scheiffele et al., 1999; Zhang et
al., 2000; Nayak et al., 2009). Por fuera de esa envoltura lipidica, se encuentran aproximadamente
500 proyecciones con forma de espiculas/virion. HA es la proteina principal de la envoltura (~80%)
y forma trimeros en la superficie, con sitios de unién al receptor y epitopes para anticuerpos
neutralizantes. Es sintetizada en la célula infectada como una Unica cadena polipeptidica (HA), que
posteriormente se escinde en dos subunidades, HA; y HA; (Lazarowitz et al., 1973) que permanecen
unidas covalentemente entre si a través de enlaces disulfuro. Las dos subunidades se mantienen
juntas en la superficie de la particula de virus. El nuevo extremo amino(N)-terminal de HA2 que se
produce por la escision, contiene una secuencia de aminoacidos hidrofobos llama péptido de
fusion. Durante la entrada del virus en las células, el péptido de fusién se inserta en la membrana
endosomal y provoca la fusién de las membranas viral y celular, es por esta razén que el clivaje
proteolitico es esencial para la infectividad del virus.

NA es la segunda proteina de envoltura mas abundante (~ 17%) y forma espiculas
tetraméricas. Una funcion importante de la proteina NA es eliminar el acido sidlico de las
glicoproteinas. El 4cido sidlico estd presente en muchas proteinas de la superficie celular, asi como
en las glicoproteinas virales; es el receptor de la célula a la que el virus de la gripe se une a través
de la proteina HA. Es asi que la inactivacion de NA resulta en la formacion de agregados de virus en
la superficie celular (Palese et al., 1974; Yondola et al., 2011). Por consiguiente, esta enzima es
esencial para la liberacion de nuevas particulas de virus desde la superficie de una célula infectada,
asi como en la propagacién y transmision de virus de un huésped a otro. El desarrollo de nuevos
farmacos disefiados para inhibir la liberacidn viral ha explotado esta caracteristica esencial de NA
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en la produccién viral. Tanto Tamiflu® (oseltamivir) y Relenza® (zanamivir) son imitaciones
estructurales de acido sidlico que se unen fuertemente en el sitio activo de la enzima NA,
estableciendo una competencia con el acido sidlico de la superficie celular. El resultado es una
inhibicién de la infeccién por el virus porque los viriones no pueden propagarse de una célula a
otra.

La tercera proteina de envoltura M2 es un componente menor (~16-20 moléculas / virién)
y funciona como canal de iones (Lear, 2003; Wu et al., 2003). Esta proteina, forma canales idnicos
y juega un papel importante en la liberacion del material genético del virion. M2 media la
acumulacién de iones H* desde el endosoma hacia la particula viral, resultando en el debilitamiento
de la interaccidn entre las ribonucleoproteinas y la proteina M1 de la matriz (Martin et al., 1991;
Pinto et al., 2006; Wang et al., 2011).

La estructura central del virus consiste en VRNPs helicoidales que contienen ARN cadena

negativa y Nucleoptroteinas (NP), junto con pequefias cantidades de la proteina de exportacion
nuclear (NEP) y tres polimerasas (PB1, PB2, PA) que forman el complejo de la ARN polimerasa viral
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Esquema 8. Estructura del virus influenza A
humano.

El genoma de IAV consiste en 8 segmentos de ARN
que codifican de 11 a 16 proteinas. Estas son:
Proteina Nuclear de Exportacion (NEP; también
conocido como NS2) y la proteina antagonista de la
respuesta antiviral del huésped, proteina no-
estructural 1 (NS1), que estdn codificadas por el
segmento NS; la proteina de la matriz M1y el canal
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partir de su respectivos segmentos genomicos; y la
proteina PB1-N40 que se expresa desde el segmento
PB1 y tiene una funcion desconocida. Ademds,
algunos virus expresan la proteina pro-apoptética
PB1-F2, que estd codificada por un segundo ORF en
el segmento PB1. Dentro del virion, cada uno de los
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comoleio de la nolimerasa viral.

Clasificacién, reservorio y huéspedes

Hay tres géneros o tipos de virus de la gripe, influenza A, B y C, distinguibles en base a
diferencias antigénicas entre las proteinas de matriz y las nucleoproteinas (M y NP). Los tipos
difieren en el rango de huéspedes, la variabilidad de la glicoproteinas de superficie, la organizacion
del genoma y la morfologia. De los tres tipos de influenza, sdlo IAV e IBV causan epidemias en
humanos, mientras que IAC sdélo causa enfermedades esporadicamente. Aun asi, ciertas cepas de
IBV han sido aisladas de ballenas y cerdos e ICV también ha sido aislado a partir de perros
(Osterhaus et al., 2000; Ran et al., 2015; Beeler, 2009).
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IAV se divide en subtipos, en base a la naturaleza de sus glicoproteinas de superficie, HA y
NA. Hay 18 HA diferentes y 11 NA que se distinguen estructural y antigénicamente es decir, los
anticuerpos para un subtipo de virus no reaccionan contra otro (Dugan et al., 2008; Wu et al., 2014;
Obenauer et al., 2006). 16 HA y 9 NA han sido encontrados en huéspedes aviares, en diferentes
combinaciones, por ejemplo HIN1, H3N2. Todos los subtipos virales circulan entre las aves
acuadticas, aunque sélo algunos han sido identificados en los seres humanos. Durante el siglo
pasado, las pandemias de IAV se han producido en 1918, 1957 y 1968 a raiz de la aparicion de los
subtipos HIN1, H2N2 y H3N2, respectivamente. La primera pandemia de este siglo se produjo en
2009 y surgié de un subtipo de origen porcino (Smith et al., 2009). Asimismo, también se han
descrito infecciones humanas con IAV provenientes de aves, incluyendo el H5N1, H7N7 y HON2. Sin
embargo, hasta la fecha estos subtipos no han adquirido la capacidad de transmitirse de manera
eficiente en la poblacién humana (Suzuki, 2005). Los virus influenza A son conocidos por infectar
gran variedad de otros mamiferos, incluidos los primates no humanos, cerdos, caballos, gatos,
focas, ballenas y visones (Webster et al., 1992; Yoon et al., 2014).

Los virus influenza son patdgenos importantes desde una perspectiva de salud publica,
debido a que son la causa mdas comun de enfermedad respiratoria humana. De manera significativa,
las infecciones de gripe se asocian con una alta morbilidad y mortalidad, sobre todo en personas
de edad avanzada, los nifios y las personas con enfermedades crdnicas (Dierig et al., 2014; Lee et
al., 2014). Los programas de vacunacion anual previenen las infecciones de influenza, inmunizando
con virus vivos atenuados o inactivados, y actualmente la formulacién de dichas vacunas incluye
una mezcla de subtipos H3N2, HIN1 e IBV. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
las epidemias anuales de influenza son las responsables de 3-5 millones de casos de infecciones
respiratorias severas y de 200-500 mil muertes por afio, solo contando los casos reportados en
paises desarrollados (Stohr, 2003). Elimpacto de infecciones respiratorias o muertes asociadas con
influenza en paises en desarrollo no esta suficientemente documentada, aunque se presume que
las tasas de morbilidad y mortalidad son similares o mayores que los reportados en paises
desarrollados.

Genoma viral y mutaciones

El genoma de IAV se compone de 8 segmentos y contiene aproximadamente 14000
nucledtidos. Los segmentos estdn compuestos de RNA lineal, simple cadena de sentido negativo, y
contiene de 10 a 11 marcos de lectura abierta (ORFs) (Szewczyk et al., 2014). Historiacamente, se
asignaron los siguientes productos génicos a los segmentos:
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Segmentos ARN viral y proteinas que codifican

Segmento ARN (N2 de nucledtidos) Producto génico (N2 de aminioacidos)
1(2341) Polimerasa PB2 (75)
2(2341) Polimerasa PB1 (757)
PB1-F2 (90)

PB1-N40 (717)
3(2233) Polimerasa PA (716)
PA-X (61)
PA-N155 (561)

PA-N182 (534)

4(1778) Hemaglutinina (566)
5 (1565) Nucleoproteina (498)
6(1413) Neuraminidasa (454)
7(1027) Proteina de matriz M1 (252)

Proteina de matriz M2 (97)
8 (890) Proteinas no-estructurales
NS1 (230)

NEP o NS2 (121)

Los 3 segmentos mas grandes contienen los genes que codifican para el complejo
polimerasa, responsable de la replicacién y la transcripcién viral; estd conformado por PB2, PB1 y
PA (Steinhauer et al., 2002) y se encuentran en viriones estrechamente asociados con el ARN. Estas
polimerasas tienen actividad endonucleasa. Otros dos genes codifican las proteinas de la envoltura
viral, HA'y NA, las cuales juegan un rol crucial en la interaccién entre el virus, la célula hospedadora
y el sistema inmune del individuo. Dos genes del mismo segmento codifican a dos proteinas que
forman la capside (M1y M2). Las otras proteinas son NS1y NS2, que tienen funcién reguladora de
la sintesis de los componentes virales en la célula infectada. NS1 es un determinante de virulencia
en las células hospedadoras y esta vinculado en la evasion de las respuestas antivirales en la célula
huésped (Jackson et al., 2008). Aunque NS2 fue originalmente considerada ausente en las particulas
virales (de ahi el nombre "no estructurales"), posteriormente fueron encontradas en un bajo
numero de copias. NS1 no esta presente en los viriones, pero es abundante en las células infectadas.
En los comienzos de este siglo se describieron nuevos productos génicos. La proteina PB1-F2,
descubierta en 2001, esta codificada por un marco de lectura abierto cerca del extremo 5' del gen
PB1 (Chen et al., 2001). Es un pequefio polipéptido, de alrededor de 90 aa, que se encuentra sélo
en algunas cepas de la gripe A. Aparentemente, esta proteina es inductora de la actividad
proapoptdtica y contribuye en la patogénesis viral en ratones (Zamarin et al., 2006), su efecto en la
muerte celular es especifico del tipo celular (Chen et al., 2001; Yamada et al., 2004) y de la cepa
viral (McAuley et al., 2010). PB1-F2 no tiene actividad polimerasa, de manera similar al tercer
polipéptido codificado por el segmento PB1, llamado PB1-N40 (Wise et al., 2009). El virus que
carece de PB1-N40 tiene una tasa de replicacion mds lenta, sin embargo, aun no se esclarecié un
rol mas detallado para esta proteina. Se han identificado un polipéptido dentro del segmento
genémico 3, PA-X, codificado por un marco de lectura alternativa en PA (Jagger et al., 2012). PA-X
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modula la respuesta del huésped vy la virulencia viral (Schrauwen et al., 2014). Se expresa en la
mayoria de las cepas, aunque a un nivel bajo. Ultimamente, se han descrito dos formas truncadas
de la subunidad de la polimerasa PA: PA-N155 y PA-N182, los cuales no muestran actividad
polimerasa (Muramoto et al., 2013); sin embargo, la ausencia de estos polipéptidos en cepas
mutantes, refleja menor eficiencia en la replicaciéon y son menos patogénicos que los virus de tipo
salvaje en modelos murinos.

Evolucion de 1AV

Los virus influenza acumulan mutaciones puntuales durante la replicacién, debido a que su
complejo de la ARN polimerasa no tiene actividad de correccion de pruebas. Sus genes tienen altas
tasas de mutacion (que van desde aproximadamente 1x103 a 8x107 sustituciones/sitio/afio) (Chen
et al., 2006). Cada ciclo de replicaciéon puede introducir mds de una de mutacién por genoma
replicado; por ejemplo, la HA del virus influenza esta sujeta una sustitucion de bases por generacion
viral (Webster et al., 1992). Estas mutaciones pueden tener un efecto neutral, negativo o positivo
en en la viabilidad del virus. Las mutaciones que cambian los aminoacidos en las porciones
antigénicas de las glicoproteinas de la superficie pueden producir ventajas selectivas, lo que les
permite evadir la inmunidad preexistente. La molécula de HA inicia la infeccién mediante la unién
areceptores especificos en las células hospedadoras. Los anticuerpos contra la proteina HA impiden
la unién al receptor y son eficaces en la prevencion de re-infeccién con la misma cepa (este es el
fundamento de las vacunas contra influenza). HA y NA pueden evadir la inmunidad adquirida
previamente mediante dos mecanismos: cambio y deriva antigénica.

La deriva antigénica, es decir los cambios graduales en la antigenicidad de estas dos
proteinas, puede finalmente conducir a la creacién de variantes virales que ya no son reconocidos
y neutralizados por anticuerpos producidos contra la cepa parental. Por lo tanto, estas nuevas
variantes antigénicas pueden causar epidemias. Estas variantes son generalmente cepas
dominantes en las poblaciones humanas o animales durante unos afios y luego son reemplazados
por nuevas variantes antigénicas. Aunque este fendmeno es mas evidente para la hemaglutinina y
la neuraminidasa, obviamente, otros genes se someten a los mismos cambios graduales, causados
por la actividad de una polimerasa propensa a errores. En los desplazamientos antigénicos se
producen cambios mucho mas abruptos en el contenido del genoma. Este fendmeno se puede
definir como el reordenamiento de segmentos de genes virales que ocurren cuando una misma
célula es coinfectada con dos variantes gendmicas diferentes de virus de influenza A. Esta
combinacion suele tener lugar en especies animales infectados con cepas de diferente origen, por
ejemplo, cepas aviares y humanas. Después del intercambio de segmentos gendmicos, nuevas
cepas con propiedades drasticamente modificadas podran establecerse en la poblacidn. Los
cambios antigénicos principales en hemaglutinina o neuraminidasa pueden resultar en una abrupta
aparicion de nuevas cepas, que no son reconocidas por el sistema inmunolégico humano o de
animales y pueden dar lugar a pandemias. La aparicién de una cepa viral con un nuevo HA en la
circulacion humana ha sido la causa de las dos ultimas pandemias de gripe (en 1957 y 1968); en
ambos casos, el virus humano pospandémico importé una HA de un virus previamente circulante
no identificado, aviar o de tipo aviar (Scholtissek et al., 1978).
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Mecanismo de infeccion de 1AV

El virus influenza A (IAV) es el principal agente etiolégico de epidemias y pandemias en los
seres humanos, donde la infeccidn se restringe predominantemente al tracto respiratorio
((Taubenberger et al., 2008)). La infeccidn de las células epiteliales respiratorias se inicia luego del
reconocimiento de 4cido sidlico (dcido N-acetil neuraminico) en la superficie celular, por medio de
la hemaglutinina viral (HA) (Skehel et al., 2000). En general, las cepas de IAV humanos se unen
preferentemente al acido sidlico terminal unido al residuo de galactosa en una conformacién a-2,6;
mientras que los IAV adaptados a aves poseen un receptor HA con unidn especifica para los residuos
a-2,3 (Matrosovich et al., 1997; Wilks et al., 2012). La unién de &cido sidlico en los residuos
galactosa a-2,6 es mayormente encontrada en la trdquea humana, mientras que el cido sialico en
posicién a-2,3 es principalmente encontrado en elepitelio intestinal de aves. Este hecho explica la
preferencia particular de los diferentes subtipos virales hacia huésped, aunque no da una
especificidad absoluta. Puede ser eludido por alto inéculo viral (como fue el caso con la mayoria de
las infecciones de humanos con gripe H5N1) o por unas pocas mutaciones puntuales en el gen de
la hemaglutinina.

Luego de la unidn al receptor, el virus es internalizado (Esquema 9). El mecanismo principal
es la endocitosis mediada por clatrina, aunque la via independiente de clatrina y caveolina también
ha sido descripto en la entrada de IAV a la célula (Lakadamyali et al., 2004; Grove et al., 2011). El
pH acido del compartimiento endosomal conlleva a un cambio conformacional en HA, que facilita
la fusion de la membrana del virus con la membrana del endosoma, la liberacién de las
ribonucleoproteinas (RNPs) en el citoplasmay su subsecuente transporte al nicleo. HA se sintetiza
en la célula infectada como una unica cadena polipeptidica (HA;) con una longitud de
aproximadamente 560 residuos de aminodcidos, que posteriormente se escinde en dos
subunidades, HA; y HA,. Estas subunidades permanecen unidas covalentemente entre si a través
de enlaces disulfuro. La escision de HAq es esencial para la infectividad, y la naturaleza del sitio de
clivaje es un determinante de virulencia para el virus influenza. Durante el ingreso, los viriones
deben inducir ciertas cascadas de sefializacion para facilitar el trafico exitoso a través de la via
endocitica (Elbahesh et al., 2014). Como consecuencia de estos procesos, el contenido del viridn,
su material genético en forma de complejo de ribonucleoproteinas, se liberan en el citoplasma de
la célula (Stegmann, 2000; Sieczkarski et al., 2005). La apertura del canal iénico M2 en el pH acido
del endosoma, acidifica el interior del virién y debilita la interaccién de RNPv con la proteina M1
(Martin et al., 1991; Pinto et al., 2006). Recientes hallazgos sugieren que los ocho segmentos de
ARN se transportan como una Unica molécula hacia el nucleo (Chou et al., 2013).

La mayoria de virus con genomas segmentados y de sentido negativo se replican en el
citoplasma (codifican sus propias enzimas para la transcripcion); sin embargo, el virus influenza
replica en el nucleo celular, y utiliza la RNA polimerasa Il celular, dependiente de ADN, aunque esta
enzima no transcriba su genoma. El virus genera dos tipos de ARN de sentido positivo: un RNAm y
una plantilla para la replicacion (RNA antigendmico). Los ARN viral de sentido negativo se
transcriben a ARN mensajeros de sentido positivo (ARNm) por medio de la transcriptasa inversa
(que consiste en PB1, PB2 y PA) transportada con las RNP. La transcriptasa, en un proceso
denominado "cap-snatching" (Plotch et al., 1979; Bouloy et al., 1979; Krug, 1981; Koppstein et al.,
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2015), utiliza regiones cortas de ARNm de la célula como cebadores para la iniciacion de la sintesis
de ARNm viral. Estas regiones “cap” son necesarias para una unién eficaz de los ribosomas al ARNm.
De esta forma, el virus inhibe la sintesis de proteinas celulares en favor de la produccion de los
componentes virales. Los ARNm son transportados de vuelta al citosol para traducirse a proteinas.

Los ARN virales de sentido negativo también sirven como moldes para la produccion de
copias exactas de ARN de sentido positivo (ARNc), que a su vez dirigen la sintesis de nuevas copias
de ARN viral de sentido negativo. Estos segmentos gendmicos se ensamblan con NP y subunidades
de polimerasas para formar los complejos RNP que seran transportados de vuelta al citosol para el
ensamblaje de las nuevas particulas virales. En este proceso, las proteinas M1 y NS2 (también
llamada proteina de exportacion nuclear-NEP) desempefian un papel vital en la translocacion de
estas estructuras macromoleculares (O'Neill et al., 1998; Huang et al., 2001).
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Esquema 9. Ciclo de replicacion del IAV.

Por medio de la union de la hemaglutinina (HA) viral a un receptor que contiene dcido sidlico se produce la entrada viral
mediante la formacion de una vesicula endocitica. El pH dcido del lumen endosomal induce la fusion de la membrana
viral con la membrana del endosoma durante el trdfico endocitico hacia los lisosomas. Este evento produce la liberacion
de los complejos Ribonucleoproteinas virales (RNPv) que son transportados al nucleo para comenzar la replicacion del
ARN viral (ARNv), y la transcrpcion de los ARN mensajeros (ARNm) a partir de los ARNv. Posteriormente ocurre la sintesis
de proteinas de superficie e insercion de las mismas en en la membrana citoplasmdtica, la exportacion de los RNPv
neoformadas hacia el citoplasma y el ensamblaje. Para la liberacion de lanueva particula viral es fundamental la
activdad de la neuraminidasa (NA), ya que cliva los residuos de dcido sidlico que mantienen el virion unido a la célula
infectada.

Finalmente, las proteinas de la envoltura (HA, NA, M2), |la proteina de la matriz (M1) y las
RNPv (que contienen RNAsc, NP, PA, PB1, PB2 y NEP) son transportadas al lugar de montaje en la
membrana plasmatica, para formar parte de las particulas virales que son liberadas al exterior
celular. Se ha postulado que el ensamblaje de los componente virales ocurre preferencialmente en
los dominios de balsa lipidicas (Nayak et al., 2004; Leser et al., 2005; Rossman et al., 2011). Ambas
glicoproteinas, neuraminidasa y hemaglutinina, tienen afinidad para acido sidlico, pero poseen
efectos opuestos en la liberacién del virus de las células. HA ancla el virus a la membrana celular
debido a su interaccién con los receptores que contienen acido sidlico. Se requiere NA para eliminar
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el acido sidlico, a fin de permitir al virus abandonar sus células hospedadoras. Por lo tanto, debe
haber un equilibrio riguroso entre las actividades de estas dos glicoproteinas, para llegara a obtener
la maxima produccion viral.

Autofagia en la infeccidn con IAV

La autofagia es un mecanismo que permite la supervivencia celular bajo condiciones de
estrés, tales como deprivacion de aminoacidos, estrés del reticulo endopldasmico, hipoxia,
sefializacion mediada por especies reactivas de oxigeno (Huang et al., 2011) o infeccidnes causadas
por virus o bacterias (Dumit et al., 2012), entre otros. Los virus han desarrollado diversas estrategias
ya sea para contrarrestar la autofagia o para emplearla en beneficio propio (Dumit et al., 2012;
Deretic et al., 2009). A diferencia de otros virus de ARN que pueden utilizar los autofagosomas como
un sitio de replicacién, el virus de la gripe conserva su sitio de replicacidon nuclear-citoplasmico, a
pesar de la activacion y modulacidn de la autofagia en la célula infectada.

Una de las proteinas de influenza que posee un rol central en la modulacién autofagica
hacia la infeccidn es a proteina de matriz M2. Funciona como un canal idnico selectivo de protones
y es responsable de la acidificacion del nucleo viral en el proceso de endocitosis, permitiendo la
liberaciéon del genoma viral y proteinas asociadas en el citoplasma (Pinto et al., 2006). Se ha
demostrado que la expresidon de M2 es suficiente para inducir los pasos iniciales de la formacién de
autofagosomas (Zhou et al., 2009; Gannage et al., 2009; Zhirnov et al., 2013), mientras que otras
proteinas de influenza, incluyendo PB1, PA, PB2, NP, NEP, NS1, M1, y NA, no pueden hacerlo por si
mismas. La induccion de autofagia es consecuencia del incremento en la sintesis de M2 y HA, de
manera dependiente de NS1 (Zhirnov et al., 2013).

Asimismo, se ha visto que M2 es esencial en el bloqueo de la maduracion normal de los
autofagosomas, impidiendo su fusidn con los lisosomas (Zhou et al., 2009; Gannage et al., 2009;
Zhirnov et al., 2013). En general, las proteinas virales revierten la fisiologia de la célula hospedadora
mediante la codificacion de motivos lineales cortos (SLiMs, “Short Linear Motifs”) que imitan las
interacciones de las proteinas del huésped (Davey et al., 2011). Recientemente, se describid en IAV
la existencia de un SLiM mediante el cual asemeja la interaccién proteina-proteina del huésped,
denominado motivo LIR. Los motivos LIR (“LC3-interacting region”) poseen una estructura de
“ldmina B” que forman un domino “hoja B” de unién intermolecular con LC3 (Johansen et al., 2011).
Estos motivos estan presentes en el tallo citoplasmatico de M2 (Beale et al., 2014), y promueven la
interaccion directa entre M2 y LC3. Durante la gemacion viral, dicha interaccién causa la
relocalizacion de LC3 hacia la membrana plasmadtica de células infectadas con IAV, resultando
esencial para generar estabilidad en la progenie viral, sin influenciar la acumulacidn perinuclear de
LC3 (Beale et al., 2014). A nivel molecular, también se ha visto que el bloqueo de la autofagia es
consecuencia de la unién de M2 a Beclina-1, una de las proteinas requeridas para la fusién entre
autofagosomas y lisosomas (Munz, 2011; Beale et al., 2014).

El mecanismo de autofagia esta también comprometido en la acumulacion de los de ARN y
proteinas virales. A través de la inhibicién farmacoldgica de esta via con 3-Metiladenina o
Wortmanina, se demostré una disminucién significativa tanto del titulo viral como de la dosis
infecciosa en cultivos de tejidos (TCIDsg) para IAV (HIN2, HIN1) (Zhou et al., 2009).
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Considerando que tanto las infecciones por S. pneumoniae como por IAV afectan el sistema
autofagico en las células infectadas, es desconocido el rol de este proceso cuando los dos patégenos
se encuentran infectando la misma célula. La regulaciéon entre ambos podria ser diferente a la de
cada uno por separado; por esta razén, es relevante determinar qué rol cumple este proceso
durante la coinfeccidn con ambos patdgenos.
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Capitulo 5. Coinfeccion de S. pneumoniae e IAV en neumocitos

A lo largo del tiempo se ha visto que las infecciones por virus respiratorios predisponen al
organismo a complicaciones bacterianas. Esta asociacion tomé una relevancia particular cuando la
en 1918 la pandemia de gripe se cobrd la vida de 40-50 millones de personas en el mundo (Tumpey
et al., 2005; Murray et al., 2006). En las tres pandemias del siglo XX (1918, 1957 y 1968), la mayoria
de las muertes no se debieron a la infeccién viral primaria, mas bien estuvieron asociadas a
infecciones secundarias por bacterias Gram positivas (Anderson et al., 2005; Smith et al., 2014;
Rothberg et al., 2010). Anadlogamente a influenza, otros virus respiratorios, incluyendo el virus
respiratorio sincitial, virus del sarampidn, virus parainfluenza, adenovirus, y también rinovirus,
pueden predisponer a infecciones secundarias. Diferentes bacterias han sido involucradas con este
tipo de mutualismo: Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Mycoplasma pneumoniae, y S. pneumoniae.

Se ha demostrado que S. pneumoniae e influenza A pueden interactuar cooperativamente,
causando infecciones respiratorias mas severas que pueden conducir a la muerte. La infeccién con
IAV facilita la progresiéon de S. pneumoniae, de un organismo comensal a un patdgeno
potencialmente mortal. Pacientes infectados previamente con IAV son mas susceptibles a adquirir
infecciones bacterianas secundarias que conduzcan a neumonias graves. En estos individuos, S.
pneumoniae y Haemophilus influenzae son los patégenos bacterianos mas frecuentemente aislados
en infecciones secundarias, y son la causa mas comun de muerte por infecciones en EEUU desde
2002 (Anderson et al., 2005). En 2009, la aparicion de un nuevo virus HIN1 cuyo genoma combind
material genético de virus influenza humano, aviar y porcino, causo la primera pandemia en mds
de 40 anos (Dawood et al., 2009). A diferencia de las pandemias de 1957 y 1968, las tasas de
mortalidad fueron similares a las epidemias estacionales y la mayoria de las muertes ocurrieron en
los adultos jovenes, en la mayoria de los casos sin enfermedades cronicas subyacentes (Dawood et
al., 2012). Adn asi, uno de organismos mas comunmente encontrados en las sobreinfecciones
bacterianas durante esta pandemia fue S. pneumoniae (Muscedere et al., 2013; Centers for Disease
etal., 2009).

Patogénesis de la coinfeccidon

La patogénesis de la coinfeccion entre influenza y S. pneumoniae tiene una base
multifactorial (McCullers, 2006). En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios que
aportan nuevos conocimientos en diversos aspectos de la interaccion entre ambos patégenos. Sin
embargo, la utilizacion de diferentes modelos animales, cepa de virus o bacteria utilizada, o tiempo
de exposicion entre la infeccidn viral y la bacteriana, explicaria los efectos opuestos de algunos
modelos (McCullers, 2014; Short et al., 2012).

Efectos de la coinfeccion sobre el epitelio nasofaringeo y pulmonar

Se ha propuesto que la susceptibilidad a infecciones neumocécicas secundarias a la
infeccidn por IAV es debido al dafio ocasionado por el virus en células epiteliales en el tracto
respiratorio. La descamacion del epitelio respiratorio induce una incrementada adherencia de
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neumococo mediante la exposicion de diferentes receptores que previamente no estaban
disponibles para su adhesion (Siegel et al., 2014; Nita-Lazar et al., 2015). Neumococo expresa una
serie de factores de virulencia, como PspA, PspC, CbpA, entre otros, para adherirse a la membrana
basal o elementos de la matriz extracelular, tales como fibrina, fibrindgeno y colageno. En estudios
in vivo se ha visto que la cepa viral PR8 (H1N1) causa la muerte del epitelio celular, exponiendo
sitios para la adherencia en el arbol traqueobronquial (Plotkowski et al., 1986; Avadhanula et al.,
2006; King et al., 2009). Asimismo, la infeccién con IAV disminuye la velocidad mucociliar en epitelio
de traquea de ratdn, lo que conduce a una reduccién en la remocién de neumococo (Pittet et al.,
2010).

De igual manera, la mayoria de las cepas de la gripe estacional no causan lesién pulmonar
severa, pero aun pueden facilitar la sobreinfeccidon bacteriana, aunque en menor grado. Tres
mecanismos adicionales podrian incrementar la disponibilidad del receptor de unién a la bacteria.
En primer lugar, la NA de IAV cliva los residuos de acido sialico terminal, permitiendo la liberacién
de las particulas virales de las células infectadas. De esta manera, la actividad enzimatica de la NA
viral sobre las glicoproteinas de la superficie celular, expone receptores cripticos que contribuirian
con la adherencia e invasién de neumococo a los tejidos epiteliales (McCullers et al., 2003; Tong et
al., 2001; Nita-Lazar et al., 2015). En segundo lugar, la respuesta inflamatoria del huésped a las
infecciones virales puede alterar el estado regulatorio y la expresién de multiples proteinas de
superficie, tales como el PAF-R, uno de los cuales utiliza la bacteria para su invasién celular
(Rijneveld et al., 2004; van der Sluijs et al., 2006; Seki et al., 2009). Por ultimo, los cambios en las
vias respiratorias durante la cicatrizacion de heridas pueden proporcionar sitios de adherencia
durante la recuperacién del tejido (Kostrzynska et al., 1992; McCullers et al., 2003). En dreas en
donde la cicatrizacion no ha concluido se exponen elementos de la membrana basal, como la
laminina tipo | y coldgeno tipo IV, o donde ha tenido lugar la deposicién de fibrina y fibrindgeno,
que incrementarian la adherencia de S. pneumoniae.

Afectacion del sistema inmune

La proteccion antibacteriana en los pulmones es través de diversos componentes de la
inmunidad innata y adaptativa (Kohlmeier et al., 2009; Lipscomb et al., 2010). Los pacientes
infectados con IAV son vulnerables a contraer sobreinfecciones bacterianas, sugiriendo que existen
defectos en alguno (o en varios) de estos mecanismos de resistencia y eliminacién bacteriana. Por
un lado, la infeccion por IAV ocasiona disfuncidon de los polimorfonucleares (PMN), la cual se
considera importante para el éxito de la coinfeccidn, dado que los neutréfilos son células clave en
la respuesta a infecciones por neumococo (Abramson et al., 1981; Engelich et al., 2001; McNamee
et al., 2006; Standish et al., 2009).

El rol del Interferdn tipo-I (IFN-I) en las infecciones virales esta bien establecido e incluye la
inhibicién de la replicacién viral, como asi también la activacion de la respuesta inmune adaptativa
(Kolumam et al., 2005; Alsharifi et al., 2005). Sin embargo, se ha demostrado que lainduccién previa
de IFN compromete la respuesta inmune innata (Sun et al., 2008; Li et al., 2012) involucrada
tempranamente en la deteccidn y control de patdégenos Gram positivos (Koppe et al., 2012; Parker
et al.,, 2011). En este hallazgo, aparentemente contradictorio, IFN-I es producido luego del
reconocimiento de los acidos nucleicos virales a través de receptores celulares tipo-Toll (TLRs), y
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actua suprimiendo las respuestas de neutréfilos y macréfagos que normalemente colaboran en la
eliminacidn de las bacterias en el pulmdn. Mas aln, se evidencié que el incremento en la expresion
de IFN-I es dependiente de la toxina neumolisina (Nakamura et al., 2011). Asimismo, IAV ocasiona
una desensibilizacion de los TLRs (por ejemplo: TLR5, involucrado en la deteccidn de flagelina; TLR4,
lipopolisacaridos; TLR2, acido lipoteicoico) de la superficie de los macréfagos alveolares,
ocasionando reduccién en la produccion de quemoquinas, activacion del factor NF-kB vy
consecuentemente menor reclutamiento de neutrdfilos al sitio de infeccidn; efecto que dura varios
meses, debido a la longevidad de los macréfagos residentes del tracto respiratorio (Didierlaurent
et al., 2008). De la misma manera, el estado antiviral promovido por IFN-I, ocasiona disfuncién de
células NK, que conlleva a una inhibicién en la liberacién de citoquinas proinflamatorias y
guemoquinas (Mao et al., 2009; Small et al., 2010), deprimiendo la actividad fagocitica normal de
macréfagos y neutrdfilos. 1AV especificamente genera deplecién de los macréfagos alveolares
(Ghoneim et al., 2013), asi como también desencadena la activacion de la apoptosis, lo que
ocasiona un déficit en la vigilancia y muerte de las bacterias (Kash et al., 2011).

Amplificacion del ambiente inflamatorio

La neumonia es una condicion inflamatoria de los pulmones. Por lo tanto, los factores
virales y bacterianos, o las respuestas del huésped que aumenten la inflamacion en respuesta a los
patégenos, contribuyen en la patogénesis de la neumonia post coinfeccion. Algunas cepas de IAV
expresan la proteina citotdxica: PB1-F2, que promueve respuestas inflamatorias, generando mayor
infiltracién celular a los pulmones y las vias respiratorias, y alta produccidn de citoquinas (McAuley
et al., 2007; McAuley et al., 2010). Las bacterias también expresan citotoxinas que contribuyen ala
inflamacién (Tuomanen et al., 1995), por ejemplo neumolisina, y estos efectos pueden sinergizarse
con los de PB1-F2 ocasionando aumento de la muerte celular mediante la formacion de poros o
potenciando la sefializacidn inflamatoria, dando lugar a una tormenta de citoquinas.

éVirus-Bacteria o Bacteria-Virus?

Es probable que los factores expresados por neumococo durante la coinfeccién también
afecten al virus. Estudios previos han indicado que existe un efecto direccional; es decir, la sinergia
se produce cuando la infeccidn viral precede a la exposicidn bacteriana y ningun efecto (o incluso
existe una respuesta protectiva) se produce cuando el orden de desafio se invierte ((Ouyang et al.,
2014; Wolf et al., 2014). Los modelos animales muestran consistentemente un aumento en los
titulos de 1AV durante sobreinfecciones bacterianas en las que la exposicién a neumococo es
posterior a la infeccion viral; este aumento de la carga viral de pulmdén estd normalmente
acompafiado por un retraso enla eliminacidon bacterana. Sin embargo, los titulos virales y la
morbilidad pueden disminuir a través de la induccion de respuestas inmunes innatas, si la infeccién
bacteriana precede al desafio viral (McCullers et al., 2002; Ouyang et al., 2014).

Durante las epidemias de gripe, las infecciones neumocécicas secundarias a la infeccion
viral presentan una mayor tasa de morbi-mortalidad, respecto a las infecciones por ambos
patogenos individualmente (Chertow et al., 2013; Kash et al., 2011). Muchos estudios han descrito
mecanismos de virulencia sinérgicos, basados en modelos de ratén donde se evalla la respuesta
sistémica hacia la coinfeccién (Diavatopoulos et al., 2010; Kosai et al., 2011). Sin embargo, resulta
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igualmente relevante comprender las etapas iniciales de la copatogénesis a un nivel subcelular.
Descifrar el mecanismo sinérgico por el cual estos dos patdgenos interactian proporcionaria una
via potencial de intervencion terapéutica.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

El presente trabajo se centra en el estudio de mecanismos de adaptacidn a situaciones de
estrés que le permitan a S. pneumoniae sobrevivir en el huésped. En esta tesis doctoral se pretende
estudiar diferentes aspectos de la interaccion huésped-patdgeno, que aporten conocimientos
acerca de los mecanismos moleculares que permiten a neumococo establecer una infeccién celular.
La idea central es investigar el rol de la acidificacion en la sobrevida intracelular de la bacteria, la
contribucidon de los TCS bacterianos en el estadio intracelular, asi como también aquellos
mecanismos moleculares que facilitan el sinergismo con influenza A, incrementando la
susceptibilidad a infecciones neumocdcicas en hospedadores infectados previamente con el virus.

Objetivos especificos

Nuestros objetivos estdn orientados a determinar la relevancia de diferentes factores tanto
bacterianos como eucariotas en los mecanismos de supervivencia intracelular.

Los estudios estan dirigidos a:

1. Establecer un modelo celular para estudiar la infeccién por S. pneumoniae.

2. Evaluar la internalizacion y sobrevida intracelular de neumococo a lo largo del tiempo en
células A549 y RAW264.7.

3. |Investigar la contribucién de los sistemas de transduccion de sefiales bacterianos en el
mecanimo de infeccién de neumococo.

4. Establecer un modelo celular para estudiar la coinfeccion entre neumococo e IAV.

5. Estudiar si IAV afecta la internalizacién o sobrevida de neumococo, y si existe algun sistema
de transduccién de sefiales bacteriano que perciba algin cambio producido por el virus.

6. Determinar si el mecanismo de autofagia estd implicado en el estadio intracelular de
neumococo y en la coinfeccién con IAV.
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RESULTADOS

Capitulo 1: Estudios de la sobrevida intracelular de neumococo.

Con el fin de investigar la vida intracelular de S. pneumoniae, fue necesario establecer un
modelo de infeccion que permita simplificar su estudio y poder llevar a cabo ensayos
microbioldgicos, bioquimicos y celulares. Debido a que se ha encontrado S. pneumoniae en alvéolos
pulmonares y dentro de macroéfagos (Mook-Kanamori et al., 2011), se emplearon lineas celulares
de cultivo A549 y RAW 264.7, correspondientes a células endoteliales neumocitos tipo Il y
macréfagos murinos respectivamente.

Para estudiar el comportamiento de neumococo dentro de las células, es importante que
el mismo sea el Unico patégeno de la célula hospedadora. No obstante, las lineas celulares de
cultivo se encuentran frecuentemente contaminadas con Mpycoplasma spp., bacterias
intracelulares capaces de alterar severamente el funcionamiento de las células eucariotas, siendo
uno de los mayores problemas en lo que respecta a cultivo celular. Estos microorganismos tienen
la habilidad de alterar, dependiendo de la especie contaminante, la funcidén, crecimiento,
metabolismo, morfologia, adhesién, membranas, propagacion de virus y produccién de interferén
en las células hospedadoras (Rawadi et al., 1995; Razin et al., 1998). Por lo tanto, es crucial que las
células hospedadoras se encuentren libres de Micoplasma. Por este motivo, se establecié un
método especifico, sensible y fiable para su deteccidn en células eucariotas, como asi también un
protocolo para su erradicacion de los cultivos celulares contaminados (Uphoff et al., 2002). Ademas,
se diagramo un control periddico de las lineas celulares empleadas para detectar rapidamente
cualquier eventual recontaminacién y garantizar que los experimentos se lleven a cabo en ausencia
de infeccién por Micoplasma.

1.1 Deteccidn y erradicacion de Micoplasma de las células de cultivo.

Los métodos actuales para la deteccién de Micoplasma se basan en técnicas de cultivo
microbioldgico, microscopia de fluorescencia, métodos bioquimicos, uso de sondas de ADN, entre
otros. Aunque la deteccidn basada en el cultivo de Micoplasma es fiable, tiene la desventaja de
requerir nutrientes especiales, ser muy lento (2 a 4 semanas), y su uso se limita a laboratorios
especializados, por lo que no suele ser un método de rutina (Drexler et al., 2002). En cambio, el
empleo de sondas de acidos nucleicos para detectar ADN o ARNr de Micoplasma resulta una
manera rapida y eficiente, con limites de deteccién de aproximadamente 10* organismos (Gobel et
al., 1984; Johansson et al., 1990; Dobrovolny et al., 2011). En la mayoria de los casos este nivel de
sensibilidad es suficiente, aunque puede ser demasiado bajo para lineas celulares recién
contaminadas, tratadas con antibidticos o crecidas en presencia de bajas concentraciones de suero.
Ademds, las sondas de ADN no siempre son especificas para Micoplasma debido a falsos positivos
con bacterias gram positivas (Gobel et al., 1984; Johansson et al., 1990). Uno de los métodos mas
empleados para la deteccién de Micoplasma se basa en la tincion de ADN con un fluorocromo como
por ejemplo Hoescht 33258 o DAPI, y posterior inspeccién por microscopia de epifluorescencia. El
patron positivo de infeccidon por Micoplasma muestra una tincion difusa sobre el citoplasma celular
que corresponde a la unién del fluoréforo con el material genético de los microorganismos. Sin

47



embargo, los resultados obtenidos por esta técnica presentan una elevada variabilidad y las
conclusiones dependen en gran medida de la interpretacion del operador. Por ultimo, se encuentra
el método de PCR, el cual se basa en determinar la presencia de secuencias conservadas
evolutivamente entre las distintas especies de Micoplasma que codifican para el ARNr de la
subunidad 16S ribosomal (Rawadi et al., 1995; Timenetsky et al., 2006; Uphoff et al., 2014). Este
método se diferencia de los anteriores debido a que es rdpido, altamente especifico y sensible.

Con el fin de determinar si las lineas celulares A549 y RAW 264.7 que se disponian en el
laboratorio se encontraban contaminadas con Micoplasma, se emplearon de forma
complementaria los métodos de deteccién mediante la reaccidon de PCR y la tincién de ADN con
Hoescht-33258. La reaccion de PCR se llevd a cabo con ADN extraido de células A549 y RAW
(mediante precipitacion con cloroformo) y los primers universales MGSO-GPO3 que reconocen
secuencias conservadas de diferentes especies de Micoplasma (Anexo Tabla 4). Se observd una
banda de 270 pb en ambas lineas celulares (Fig. 1A [Sin tratamiento (Tx)]), lo cual indica que las
mismas se encontraban contaminadas con Micoplasma. Por microscopia de las células A549 (Fig. 1
B) y RAW264.7 (datos no mostrados) tefiidas con Hoescht, se observé la presencia de ADN en el
citoplasma, corroborando la contaminacion bacteriana.

Para eliminar el Micoplasma presente en las células se las sometid a un tratamiento con
antibidticos especificos. Existen diferentes antibidticos a los cuales Micoplasma es sensible, entre
ellos el mas difundido es ciprofloxacina, aunque diversos estudios describen una tasa elevada de
resistencia al mismo (15 %) como asi también un porcentaje bajo de cura (78 %) (Drexler, 2002;
Taylor-Robinson, 1997). En cambio, el antibidtico Sparfloxacina, una quinolona de nueva
generacion, presenta en comparacién al anterior un porcentaje menor de resistencia (11 %) y
muerte de las células en tratamiento (4 %), asi como también una probabilidad mayor de cura (85%)
(Uphoff et al., 2002). Por consiguiente, las lineas celulares de trabajo se trataron con Sparfloxacina
durante 7 dias e inmediatamente terminado el tratamiento se verificd su efectividad mediante la
deteccién de Micoplasma por PCR y por tincidn de las células eucariotas con Hoescht.

Tanto la microscopia de fluorescencia de las células (Fig. 1C) como la electroforesis en gel
de agarosa de las muestras de PCR (Fig. 1 A [Post-Tx RO]) muestran la ausencia de Micoplasma en
las lineas celulares tratadas con el antibidtico. El ser humano es una de las principales fuentes de
contaminacién con Micoplasma en los cultivos celulares, por lo que el manejo de las células tratadas
con una serie de cuidados especiales, permite mantener la asepsia en los cultivos. Los recaudos
tomados comprende meticulosidad en la técnica operaria dentro y fuera de la campana de flujo
laminar (McGarrity, 1976), en los materiales, reactivos y medios de cultivos utilizados, incluyendo
el suero y la tripsina. Para evaluar si las células se re-infectaron durante su manipulacion, se llevé a
cabo la determinacion de Micoplasma mediante PCR del ADN extraido a células luego de 6 pasajes
posteriores al tratamiento con Sparfloxacina. Los resultados obtenidos no mostraron una
recontaminacién con Micoplasma (Fig. 1A [Post-Tx R6]). Asimismo, para verificar que las células
permanecieran libres de contaminacién, se realizaron controles periédicos mediante las
metodologias mencionadas anteriormente.
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A B + Mycoplasma

Fig. 1 Evaluacion de la contaminacion
por Micoplasma en células A549 y RAW
264.7.

A) Reaccion de PCR utilizando primers
universales (MGSO-GPO3). La presencia
de DNA de Micoplasma se observé como
una banda de 270 bp. Se testearon
células  previo  tratamiento  con
antibidticos (Sin Tx), inmediatamente
luego del tratamiento (post-Tx RO) y
después de 6 repiques (post-Tx R6).
Como control de calidad y cantidad de
muestra, se realizo PCR utilizando
primers  dirigidos a  secuencias
conservadas en las células eucariotas
(GAPDH) (401pb).B) yC) Células A549
positivas (B) o negativas ([C], post-
tratamiento con Sparfloxacina para
Micoplasma  analizadas ~ mediante
tincion con Hoescht y microscopia
confocal.
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1.2 Modelo celular de infeccién con neumococo.

Una cuestién importante en el establecimiento de un modelo experimental de infeccién
por neumococo es la eleccién de la cepa bacteriana a utilizar. La adaptacién de la bacteria a
diferentes condiciones del entorno es necesaria para una infeccién exitosa, por lo que S.
pneumoniae modula la expresidon de determinantes de virulencia que son importantes para su
adaptacion a un microambiente en particular. Si bien la presencia de la capsula bacteriana es
beneficiosa en los primeros pasos de la infeccidn y en la virulencia sistémica, el grado de exposicidén
de ciertas moléculas (adhesinas) en la superficie bacteriana se ve influido por el espesor de la
misma. Por esta razon, la bacteria modera dicha estructura para asegurar una internalizacidn
exitosa en la célula hospedadora (Hammerschmidt et al., 2005). Los genes que codifican los
componentes de la capsula bacteriana se encuentran fuertemente regulados (Bender et al., 2001;
Yother, 2011; James et al., 2012; Ogunniyi et al., 2002; LeMessurier et al., 2006; Morona et al.,
2000), y se ha visto que cepas acapsulares de neumococo presentan mayor adherencia in vitro a
células humanas respiratorias en comparacién con su derivada isogénica capsular (Talbot et al.,
1996). Ademas, estudios de infeccion celular in vitro con neumococo, muestran que una cepa
capsulada de la bacteria es menos invasiva que una acapsulada (Ring et al., 1998; Kjos et al., 2015).
Por lo tanto, en el modelo experimental de infeccion se empled la cepa acapsulada R801, que se
halla optimizada genéticamente en sus sistema de reparacion de DNA, lo cual radica en una ventaja
para la construccién de mutantes por insercién en el cromosoma.

Con el fin de elucidar los mecanismos de sobrevida de la bacteria dentro de la célula
hospedadora, se realizaron diferentes experimentos mediante ensayos de proteccidon a
antibidticos. Después de infectar los cultivos eucariotas con un determinado inéculo bacteriano, se
adicionaron los antibidticos gentamicina y penicilina G para matar las bacterias extracelulares y
posibilitar la sobrevida de aquellas que solamente permanecieron protegidas intracelularmente.
Este método requirié establecer previamente el tamafio del indculo y el tiempo de infeccién, para
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luego llevar a cabo correctamente las determinaciones cinéticas de la infeccidn bacteriana. Los
tiempos de infeccién son dependientes de la linea celular empleada. Se utilizé una cinética de
infeccidn que permita detectar bacterias internalizadas mediante recuento en placas. Mientras que
se requirid al menos 2 h de infeccidon en las células A549, las células fagociticas profesionales
RAW264.7 solo necesitaron 0,5 h (datos no mostrados). Por lo tanto, para llevar a cabo los estudios
de sobrevida y garantizar un recuento en placas, se establecié un tiempo de infeccién de 3 h para
A549y 1 h para RAW264.7.

1.3 Optimizacién de la relaciéon bacterias/célula hospedadora en el modelo de infeccién.

Algunas infecciones suelen ocasionar la muerte de la célula hospedadora, fendmeno que
en ciertas ocasiones se correlaciona con la relaciéon entre el nimero de bacterias y el de célula
eucariota, es decir la multiplicidad de infeccion (MOI). En particular, neumococo induce
mecanismos que llevan a la muerte de las células, ya sea por apoptosis y/o necrosis (Marriott et al.,
2006; Lee et al., 2013; Bewley et al., 2011). Naturalmente, estos efectos estan vinculados con
factores de virulencia del patégeno y con mecanismos de defensa de la célula huésped. Sin
embargo, un excesivo tiempo de infeccidn o cantidad de inéculo podrian producir artificialmente
el mismo efecto, por ejemplo por una rapida acidificacion del medio de cultivo. Por lo tanto, la
cantidad de bacteria utilizada y el tiempo de infeccidén en los ensayos de sobrevida se optimizaron
para obtener una respuesta bioldgica sin comprometer la viabilidad de la célula infectada. Para
establecer la MOI de trabajo, se realizaron infecciones de células A549 con diferentes MOI de la
cepa R801 de neumococo, y mediante marcacion con Anexina Vy 7-AAD se determind el porcentaje
de apoptosis y necrosis a distintos tiempos de infeccién. Anexina V se une a fosfatidilserina (PS) y
es un marcador de apoptosis temprana, ya que PS transloca desde la cara interna de la membrana
plasmatica a la superficie celular poco después de iniciarse la cascada apoptdtica. Por otro lado, la
sonda fluorescente 7-AAD (7-amino-actinomicina D) tiene una alta afinidad por el ADN y se emplea
como un marcador de necrosis porque es eficientemente excluida de las células intactas.

Las células A549 se infectaron con neumococo durante 180 min y luego se trataron con
gentamicinay penicilina durante 60y 180 min (Fig. 2A). Las determinaciones de apoptosis y necrosis
se llevaron a cabo a los tiempos 200, 240 y 360 min de inicio del experimento (Fig. 2B). Mediante
citometria de flujo de las células marcadas con Anexina V y 7AAD no se observaron diferencias en
la cantidad de células hospedadoras muertas, luego de 180 min de infeccion con diferentes MOI
bacterianas (Fig. 2B, C). No obstante, a los 360 min la cantidad de células viables se redujo a 18%
cuando las células se infectaron con MOI 100 (Fig. 2B, C). Las MOI 1 y 20 no generaron grandes
cambios en la necrosis y apoptosis de las células A549 a los tiempos ensayados. Para llevar a cabo
los estudios de infeccion con neumococo resulta imperativo preservar la integridad celular
eucariotas ya que funciona como una barrera que proteje de los antibidticos extracelulares a las
bacterias intracelulares. Por lo tanto, se fijé como criterio que el porcentaje de apoptosis y necrosis
de las células eucariotas sea menor al 20%. Debido a que una MOI de 20 genera una infeccién
efectiva y no ocasiona grandes efectos citopaticos en las células A549 (Fig. 2B, C), se utilizd esta
relacidn bacteria:célula para los experimentos posteriores.
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Fig 2. El incremento en las MOI produce una disminucion de la viabilidad celular.

A) Diagrama experimental empleado en el ensayo. B) Las células A549 se infectaron con neumococo durante 180 min utilizando MOI 1,
20y 100y luego se trataron con antibiéticos (penicilina 200 ug/mL y gentamicina 900ug/mL) durante 60y 180 min. El andlisis se llevé a
cabo por citometria de flujo a 200, 240 y 360 min del inicio de la infeccion y se utilizé Anexina V como marcador de apoptosis y 7AAD
como marcado de necrosis. Los grdficos de puntos representan la fluorescencia de células positivas para 7AAD (cuadrante superior
izquierdo), para Annexina V (cuadrante inferior derecho) y para Annexina V y 7AAD (cuadrante superior derecho [células doblemente
positivas]). Los porcentajes de células positivas se muestran en los cuadrantes correspondientes. C) Andlisis cuantitativo de la marcacion
de Annexina V (AnnV) y 7AAD a diferentes tiempos (180, 240, 360 min) post infeccién con neumococo en células A549. EI 100% de los
valores corresponde a 50.000 células analizadas mediante citometria de flujo, excepto en el caso MOI 100 (360 min) donde el 100%
corresponde a 10000 células analizadas. Los valores representan la media + SD de dos experimentos independientes. El test estadistico
utilizado fue Anova de dos vias, seguido del Test Post Hoc Bonferroni. Las diferencias significativas son indicadas como *p < 0.05; **p <
0.01 n=2.

Esta puesta a punto también se llevd a cabo en las células RAW264.7, donde se observd
que la MOI éptima también fue 20, resultando en un 70% de células viables después de 360 min de
infeccidén (datos no mostrados).De esta manera, se establecio el siguiente esquema experimental

de trabajo:
Células g 60 120 180 240 300 360
A549 Ore Oriae Al ! ! " t(min)

¥T inicial = 100%

Células 120 180 240 300 360
RAW264.7 ﬁﬁ - - t - T
T inicial = 100%

Esquema 10. Modelo experimental de infeccion con S. pneumoniae segtn lineas celulares A549 y RAW264.7.

1.4 Sobrevida intracelular de S. pneumoniae.

Para establecer una infeccidon, es necesario que neumococo sea capaz de invadir
eficientemente las células del hospedador. Diferentes trabajos han obtenido una aproximacién a
este mecanismo, evaluando la ubicacion subcelular de la bacteria (Radin et al., 2005; Asmat et al.,
2014), su alojamiento dentro de compartimientos del tipo vesicular (Talbot et al., 1996) o la
sobrevida intracelular en cultivos tratados con diferentes antibidticos (Mandell et al., 2000). Sin
embargo, no se conoce el curso temporal de la infeccidn una vez que la bacteria ingresé a la célula
hospedadora, el mecanismo de sobrevida o su evasién a la respuesta celular.

Paraindagar al respecto, se infectaron monocapas de células A549 y RAW264.7 con la cepa
de neumococo R801 y luego de un periodo de infecciéon (dependiente de la linea celular), se
incubaron con antibidticos extracelulares. Seguidamente, las células eucariotas se lisaron a fin de
comparar el nimero de bacterias internalizadas en ambas lineas celulares. Se pudo observar que el
ingreso de neumococo en células A549 es aproximadamente 50 veces menor que en las células
RAW?264.7 (Fig. 3A). Esto seria consistente con la naturaleza fagocitica de los macréfagos, cuya
funcidn es la remocion de cuerpos extrafios como primera linea de defensa natural.

A continuacién, resultd interesante conocer el destino de aquellas bacterias que han
logrado ingresar a la célula hospedadora. Es por ello que se evalué la cinética de la infeccidn a través
del recuento de bacterias intracelulares obtenidas luego de la infeccidn, incubacion con antibidticos
y posterior lisis celular a diferentes tiempos de ensayo. Se observd que S. pneumoniae sobrevive al
menos 6 hs dentro de neumocitos A549 (Fig. 3B) y 5 hs dentro de macréfagos RAW264.7 (Fig. 3C).
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Estos resultados indican que una poblacidn de neumococo es capaz de permanecer viable durante
varias horas dentro de células eucariotas.

A B A549 C RAW 264.7
6 120- 120-
s = 3
8 51 5 1001 = 1004
£ o * 3 801 2 g0
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$ 3 g 607 = 601
& 2 T 40 T 404
H & s
& 11 £ 20 g 204
-1 a £
0 : 0- 0-

RAW  A549 200 240 300 360 420 480 80 90 120 180 240
Tiempo (min) Tiempo (min)

300

Fig. 3 Internalizacién y sobrevida intracelular de neumococo.

A) Cultivos de neumocitos A549 y macréfagos RAW264.7 fueron infectados con neumococo. Seguidamente, las células se lisaron
previo tratamiento de 20 min con antibicticos extracelulares. La cuantificacion de las bacterias internalizadas se llevé a cabo mediante
recuento en placas. B) Células A549 fueron infectadas con neumococo por 180 min, e incubadas con antibicticos extracelulares hasta
alcanzar los 200, 240, 300, 360, 420, 480 min. El porcentaje de sobrevida intracelular a cada tiempo fue referido a la cantidad de
bacteria que ingresé inmediatamente luego del tratamiento con antibiéticos (100% = 200 min). C) Células RAW264.7 fueron infectadas
con neumococo por 60 min, e incubadas con antibidticos extracelulares hasta alcanzar los 80, 90, 120, 180, 240, 300 min. El porcentaje
de sobrevida intracelular a cada tiempo fue referido a la cantidad de bacteria que ingresé inmediatamente luego del tratamiento con

antibicticos (100% = 80 min). El test estadistico utilizado para el grdfico A) fue t-Student de dos colas. Las diferencias significativas
son indicadas como *n < 0.05.

. o

1.5 Efecto de la inhibicion lisosomal en la sobrevida de neumococo.

Mediante el mecanismo de endocitosis, el material extracelular se transporta desde la
superficie de la célula hacia los lisosomas donde el cargo es generalmente degradado (van der Goot
et al., 2006). Se ha visto que neumococo, luego de 30 min de haber ingresado a células endoteliales
de cerebro de rata, se aloja dentro de vacuolas cubiertas con las proteinas Rab7 y LAMP1, lo que es
consistente con una marca hacia la via degradativa lisosomal (Radin et al., 2005). Para elucidar si la
acidificacion lisosomal desempeiia un rol importante en la muerte bacteriana, se obervé el
comportamiento intracelular de neumococo al bloquear la acidificacion.

Se realizaron ensayos de invasidn en presencia de inhibidores especificos de la H*-ATPasa
del lisosoma (bafilomicina Al) o de neutralizantes de la acidificacién vacuolar (Cloroquina). Para
descartar que los inhibidores tuvieran algin efecto en el crecimiento de la bacteria, se realizaron
curvas de crecimiento de la bacteria en presencia de los inhibidores a las concentraciones utilizadas
en el ensayo de sobrevida intracelular. El analisis comparativo con el cultivo sin inhibidores no
reveld diferencia alguna en el crecimiento bacteriano (datos no mostrados).

Con el objeto de examinar el nimero de bacterias intracelulares vivas a lo largo del tiempo,
se infectaron células A549 y RAW264.7 con neumococo R801. Luego del periodo de infeccidn, las
monocapas se incubaron en medio fresco conteniendo antibidticos extracelulares junto con
bafilomicina A1 (BafA1 100 nM), cloroquina (Chq 12,5 uM) o DMEM (control), segun corresponda.
Los cultivos celulares se lisaron permitiendo cuantificar las bacterias intracelulares mediante
recuentos por diluciones en placas. Luego del tratamiento con los inhibidores farmacolégicos
mencionados, se observd una disminucidn significativa en la cantidad de UFCs que provienen del
interior celular respecto a las células no tratadas (Fig. 4A, B). Esta reduccién en la cantidad de
bacterias intracelulares, observada luego de la inhibicién de la acidificacidén, podria deberse a un
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efecto citotdxico de los inhibidores sobre las células hospedadoras, o bien a la acidificacién como
requisito indispensable para el éxito en la sobrevida intracelular bacteriana. Para distinguir entre
estas posibilidades, se realizdé un ensayo de citometria de flujo utilizando las células tratadas con
inhibidores, con el fin de evaluar los porcentajes de apoptosis y necrosis mediante la marcacion con
Anexina V y 7aap, respectivamente. Se infectaron células A549 con neumococo R801 por 180 min.
Posteriormente se incubaron con DMEM, BafA1l o Chlqg, durante 20 y 180 min, segun corresponda.
Las determinaciones de apoptosis y necrosis se llevaron a cabo a los tiempos 200 y 360 min de incio
del experimento. El tratamiento con los bloqueantes de la acidificacién no afecté la viabilidad de
los cultivos, registrando incluso una tendencia a aumentar la cantidad de células no apoptéticas/no
necraticas (Fig. 5). El mismo ensayo fue realizado en células RAW264.7 y se constaté los inhibidores
no ocasionan efectos tdxicos en las células (datos no mostrados). Estos resultados sefialan a la
acidificacion como un evento importante para asegurar la permanencia de la bacteria dentro de la
célula.
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Fig. 4. Efecto de los inhibidores de la acidificacion en la sobrevida intracelular de neumococo.

Células A) A549 B) RAW264.7 infectadas con neumococo por 180 y 60 min, respectivamente. Luego de la incubacion concomitante de
antibicticos extracelulares e inhibidores de la acidificacion durante diferentes tiempos, las células se lisaron para permitir en recuento
intracelular por diluciones seriadas en placas. El porcentaje de sobrevida intracelular a cada tiempo fue referido a la cantidad de bacteria
que ingresd inmediatamente luego del tratamiento con antibidticos (100% = 200 y 80 min segun corresponda a cada linea celular). EI
test estadistico utilizado fue Anova de dos vias, seguido del Test Post Hoc Bonferroni. Las diferencias significativas son indicadas como
*p < 0.05;**p < 0.01; ***p<0.001, n=3.

1.6 Autofagia, éun mecanismo implicado en la infeccién por neumococo?

Como se mencioné anteriormente, el mecanismo de autofagia es un proceso celular
conservado a lo largo del tiempo, y resulta fisiolégicamente importante para la degradacion
lisosomal de proteinas, organelas dafiadas y microbios intracelulares. Sin embargo, muchos
patdgenos bacterianos intracelulares han desarrollado mecanismos para evitar el reconocimiento
de esta via degradativa, como también para manipularla en beneficio propio (Fedrigo et al., 2011;
Cemma et al., 2012; Pareja et al., 2013).

Con el fin de evaluar si la via autofagica tiene alguna participacidon durante el estadio intracelular
de S. pneumoniae, se evalud la formacién de autofagosomas mediante la conversidon de LC3-l en
LC3-1l. Para abordar este punto, se llevaron a cabo ensayos de Western Blot utilizando un
anticuerpo que se une a un marcador clasico de autofagia, LC3 (microtubule-associated protein 1
light-chain 3). LC3 es una proteina que se presenta en dos formas, una con distribucién citosodlica y
nuclear (LC3-l) y otra formada por la conjugacion del lipido fosfatidiletanolamina (LC3-Il), la cual es
reclutada a la membrana de los autofagosomas (Kabeya et al., 2000). En ensayos de immunoblots,
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Fig. 5. El tratamiento de las células con inhibidores de la acidificacién no afecta la viabilidad de cultivos infectados con neumococo.
A) Diagrama experimental empleado en el ensayo B) Células A549 fueron infectadas con neumococo (cepa R801) durante 180 min.
Posteriormente se incubaron de manera simultdnea (penicilina 200 ug/mL y gentamicina 900 ug/ml) junto con bafilomicina (100nM)
o Cloroquina (12,5uM), segtn corresponda, por 20 y 180 min. El andlisis se llevé a cabo por citometria de flujo a 200 y 360 min del
inicio de la infeccion y se utilizé Anexina V como marcador de apoptosis y 7AAD como marcado de necrosisLos grdficos de puntos
representan la fluorescencia de células positivas para 7AAD (cuadrante inferior derecho), para Annexina V (cuadrante superior
izquierdo) y para Annexina V'y 7AAD (cuadrante superior derecho [células doblemente positivas]). Los porcentajes de células positivas
se muestran en los cuadrantes correspondientes. B) Andlisis cuantitativo de la marcacion de células 7AAD y AnnV negativas (viables)
y de la suma de las Ann\/me9atvas /7 A ADPositives - App\/ Positivas /7 A A Degativas 4 Apn\/ positivas /7 A A ppositives (necréticas + apoptdticas) a diferentes
tiempos (200 y 360 min) post infeccion con neumococo en células A549. El 100% de los valores corresponde a 50.000 células analizadas
mediante citometria de flujo. Los valores representan la media + SD de dos experimentos independientes. El test estadistico utilizado
fue Anova de dos vias, seguido del Test Post Hoc Bonferroni, n=2.
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LC3 se presenta como dos bandas proteicas: la isoforma LC3-1 correspondiente a 18kDa y LC3-Il de
16kDa. Los niveles de expresién de LC3-ll son los que se correlacionan con el nimero de
autofagosomas, y bajo ciertas condiciones, sugieren la activacién de esta via (Mizushima et al.,
2007; Klionsky et al., 2012).

En condiciones fisioldgicas, la actividad autofagica es usualmente baja, aunque puede ser
inducida utilizando Rapamicina, un inhibidor de la quinasa mTOR (Mammalian Target Of
Rapamycin), entre otros (Sarkar et al., 2009). A su vez, la utilizacién de inhibidores lisosomales,
bloquean la fusién entre los autofagosomas y lisosomas, lo que supone una acumulacién de LC3-Il,
al impedir su degradacion lisosomal. Células A549 se trataron durante 120 min con Rapamicina o
en combinacién con los inhibidores lisosomales: bafilomicina A1l (Baf Al) y Cloroquina (Clq),
respectivamente. Luego, se lisaron las células y se separaron las proteinas por SDS-PAGE en gel al
15 %. Mediante analisis de Western Blot empleando anticuerpos anti-LC3 y anti-B-Actina (como
control de carga) se determinaron los niveles de LC3-Il. El tratamiento farmacoldgico con
Rapamicina indujo un incremento en los niveles de LC3-1I (Fig 6 [carril 1]), que se acentud al utilizar
la combinacion de Rapamicina con BafA1l o Clq (Fig 6 [carriles 2 y 3]).

Simultaneamente, se examind la conversidon de LC3-1 a LC3-1l en células A549 infectadas con
neumococo (R801), luego de 60 y 180 min de infeccidn. Los lisados celulares se analizaron por SDS-
PAGE y Western Blot, utilizando anticuerpos anti-LC3 y anti-B-Actina. Se observé un incremento en
la isoforma LC3-Il en las células infectadas con neumococo R801 en comparacion con la situacion
sin infeccidn (ST), indicando que el mecanismo de autofagia estd involucrado en la infeccién por
neumococo (Fig 6 [carriles 6, 7 y 8]).
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124 T Fig. 6. La infeccién con S. pneumoniae favorece la acumulacion
= de autofagosomas en células A549.
S5 104 A) Células A549 se incubaron en presencia o ausencia de
= neumococo (R801) por 60y 180 min. Se realizaron controles de
g_ﬂ: 84 E . induccion de autofagia utilizando Rapamicina (80ug/Mil),
—o' T T Rapamicina e inhibidores de la fusién lisosoma-autofagosoma,
8 6 _*.:f: bafilomicina (100 nM) y Cloroquina (12,5 uM). Los lisados
E celulares fueron analizados por WB usando anticuerpos anti-LC3.
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9 24 Actina. B) Andlisis cuantitativo de los niveles de LC3-Il. La
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0 ] . [ . . . . . Odyssey-LI-COR. En cada condicion se normalizé LC3-1l con B-
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Capitulo 2: Sistemas de dos componentes.

2.1 Implicancia de los sistemas de dos componentes en la internalizacién y sobrevida intracelular
de neumococo.

Durante la colonizacién e invasidn al hospedador, neumococo desafia diferentes ambientes
intracelulares, para los cuales debe regular la expresion de genes que le permiten afrontar dichas
condiciones (Hava et al., 2002; Lau et al., 2001; Polissi et al., 1998). En bacterias, los cambios de las
condiciones ambientales son generalmente percibidos por sistemas de dos componentes (TCS),
conformados por una proteina histidin-quinasa anclada a lamembrana y un regulador de respuesta
citosélico, el cual cuenta con un dominio de unién al ADN. Como se describié previamente,
neumococo sobrevive varias horas dentro de las células hospedadoras, es decir, prevalece
transitoriamente evadiendo de alguna manera los mecanismos de defensa intracelulares
(acidificacion gradual de los endosomas, activacion de proteasas lisosomales, estallido respiratorio
en el caso de macrofagos, entre otros). Para investigar cudles son los TCS criticos para la sobrevida
intracelular de S. pneumoniae, se realizé la mutagénesis sistemadtica de 11 TCS con la intencién de
inhabilitar su funcionalidad. Se empled el mecanismo de insercion-duplicacion (Morrison et al.,
1984; Lee et al., 1998) para el gen correspondiente a cada histidin-quinasa o en su defecto al
regulador de respuesta (rr14) (Anexo Tabla 2).

Teniendo en cuenta que las mutantes generadas tienen bloqueada la sefializacion de cada
uno de los sistemas que sensan diferentes estimulos, fue de interés verificar su capacidad de
internalizacién en monocapas de células A549, respecto a la cepa salvaje. Para tal fin, se infectaron
células A549 con cada una de las cepas mutantes de TCS, y luego de 3 hs de infeccién se incubd con
antibidticos extracelulares por 20 min. Se procedié al recuento inmediato de las unidades
formadoras de colonias (UFC) provenientes del interior celular, las cuales permanecieron al
resguardo de los antibidticos. Se puso en evidencia que la carencia de las histidin-quinasas MicB,
HKO03, HK04, HK06, HK11, ComE y el regulador de respuesta RitR, afectan de algiin modo la cantidad
de bacteria que ingresa a la célula hospedadora (Fig. 7). En este contexto, se observa que MicB y
RitR impactan fuertemente en los mecanismos invasivos. Por otra parte, las mutantes en las HKO1,
HK08, HK09 y HK10 presentan un fenotipo similar a la cepa salvaje.

1.0x10* Fig. 7 Diferencias en la internalizacion
de las mutantes de los sistemas de
transduccion de sefiales en neumococo.
Cultivos de neumocitos A549 fueron
infectados por 180 min con las diferentes
cepas mutantes de  neumococo.
Seguidamente, las células se lisaron para
recuperar las bacterias que habia sido
internalizadas antes de la adicién de
antibidticos extracelulares por 20 min. La
cuantificacion se llevé a cabo mediante
recuento en placas por diluciones
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A continuacion, el estudio se enfocd exclusivamente en el destino de la bacteria que ha
logrado ingresar a la célula hospedadora. Para ello, se verificé en cada mutante la capacidad de
sobrevivir intracelularmente a lo largo del tiempo respecto a la cepa salvaje, dado que la carencia
de funcionalidad de algun sistema de dos componentes podria aportar informacion respecto a rol
en la sobrevida intracelular del patégeno. Se infectaron células A549 con las diferentes mutantes,
y luego de laincubacién con antibidticos extracelulares, se lisaron las células eucariotas a diferentes
tiempos. Las bacterias que se mantuvieron protegidas dentro de los neumocitos fueron capaces de
crecer en placas de BHI, permitiendo de esta manera su recuento. Las mutaciones en los
reguladores de respuesta ciaR y rr14 disminuyeron notablemente la cantidad de bacterias
recuperadas del interior de los neumocitos (Fig. 8 A, C), atribuyéndoles a esos sistemas de
sefializacion bacteriana una funcién protectora. Por el contrario, las mutantes comE y hk09
exhibieron un incremento en la sobrevida intracelular, en todos los tiempos ensayados comparadas
con la cepa salvaje (Fig. 8 B, D), esto sugiere que ambos sistemas cumplen una funcion negativa en
los mecanismos de auxilio de la bacteria frente al desafio intracelular.
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Fig. 8. La sobrevida de S. pneumoniae dentro de células A549 es regulada parcialmente por ciaR, comk, rr14 y hk09.

Células A549 fueron infectadas con las mutantes ciaR A), comE B), rr14 C) y hk09 D) durante 180 min. Posteriormente, los cultivos se
incubaron con antibidticos extracelulares por 200, 240, 300, 360 y 480 min. Al tiempo correspondiente las células se lisaron para
permitir en recuento intracelular por diluciones seriadas en placas. El porcentaje de sobrevida intracelular en cada punto fue referido
a la cantidad de bacteria que ingresé inmediatamente luego del tratamiento con antibiéticos (100% = 200 min). El test estadistico

utilizado fue Anova de dos vias, seguido del Test Post Hoc Bonferroni. Las diferencias significativas son indicadas como *p < 0.05;**p
<0.01; ***p<0.001, n=3.

El analisis del porcentaje de bacteria sobreviviente dentro de los neumocitos a lo largo del
tiempo también fue realizado en las mutantes hk01, hk02, hk03, hk04, hk06, hk07, hk08, hk10, hk11

y hk13, en las cuales no se exhibieron diferencias con la cepa salvaje (Fig. 9), sugiriendo no tener
un rol activo en los mecanismos de permanencia intracelular.
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Fig. 9. Las mutantes hk01, micB (hk02), hk03, hk04, hk06, hk07, hk08, hk10, hk11 y hk13 no estdn involucradas en los mecanismos
de sobrevida de neumococo.

Células A549 fueron infectadas con las mutantes hk01 A), rr02 (micB) B), hk03 C), hkO4 D), hk06 y hk07 E), hk08 F), hk10 G), hk11 H)y
hk13 D), durante 180 min. Posteriormente, los cultivos se incubaron con antibiéticos extracelulares por 200, 240, 300, 360 y 480 min.
Al tiempo correspondiente las células se lisaron para permitir en recuento intracelular por diluciones seriadas en placas. El porcentaje
de sobrevida intracelular en cada punto fue referido a la cantidad de bacteria que ingresé inmediatamente luego del tratamiento con
antibidticos (100% = 200 min). El test estadistico utilizado fue ANOVA de dos vias, sequido del Test Post Hoc Bonferroni, n=3.
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2.2 Profundizacidn de los mecanismos que involucran a ComE y CiaRH en la sobrevida intracelular.

En neumococo, la autdlisis se desencadena por el desarrollo de competencia a pH 7,8 y es
regulada por el TCS ComDE (Claverys et al., 2009). Asimismo, en nuestro laboratorio se ha descrito
que el estrés acido también es capaz de inducir autélisis en S. pneumoniae cuando se incuba
durante mas de una hora a pH 5,9, y este proceso fue denominado Lisis Inducida por Estrés Acido
(ASIL, por sus siglas en ingles) (Pinas et al., 2008). Por otro lado, en algunos patégenos la capacidad
de sobrevivir en condiciones acidas esta dada por un mecanismo denominado Respuesta de
Tolerancia al Acido (ATR, por sus siglas en ingles), un fenémeno por el cual la tolerancia de un
organismo a un pH letal aumenta como consecuencia de una exposicidn previa a un pH subletal
(Cotter et al., 2003). Martin-Galiano et al. (2005) demostraron que una subpoblacién de
neumococo fue capaz de sobrevivir a un pH letal de 4,4 cuando células en fase logaritmica de la
cepa R6 se incubaron previamente a pH 5,9. Es importante tener en cuenta que ambos mecanismos,
ATR y ASIL, tienen una respuesta opuesta a pH 5.9, que es un valor de pH que se encuentra
normalmente en endosomas tardios (Scott et al., 2014), y que neumococo deberia enfrentar
cuando es endocitado por células del tracto respiratorio.

Al infectar neumocitos, se pudo observar que la carencia de ComE y CiaR alterd la sobrevida
de la bacteria. Para profundizar en la estrategia utilizada por neumococo en su estadio intracelular,
y dado que ComE estaria controlando negativamente este mecanismo, se evalud la capacidad de
sobrevida de la mutante /ytA, la cual carece de capacidad para autolisar, esperando encontrar un
fenotipo intracelular similar al de comE, ya que esta Ultima presenta incapacidad de autolisar a pH
5.9. Curiosamente, se vio que la cantidad de bacteria que perdura dentro de la célula cuando se
bloquea la autdlisis es similar a la cepa salvaje (Fig. 10A). Esto indicaria que LytA no es el factor
responsable de la muerte intracelular de neumococo, y que el aumento en la sobrevida observado
al suprimir ComE es independiente de la inhibicidn de autdlisis. En consecuencia, el mecanismo de
ASIL no estaria cumpliendo un papel protagdnico en la muerte de la bacteria dentro de la célula; no
obstante, esto sugiere que ComE actuaria como regulador de alguna via esencial en la sobrevida
bacteriana.

Por otra parte, se conoce que ComE posee un efecto negativo en la regulacién de ATR
(Cortes, 2013; Cian et al., 2015), por lo tanto el aumento en la sobrevida de la mutante comE podria
deberse a un incremento de ATR. Se ha descrito que el mecanismo de ATR se halla regulado por
CiaRH dado que en ensayos in vitro se observd que mutantes en ambos componentes (ciaR, ciaH)
bloquean la tolerancia a pH 5.9 (Cortes, 2013). Por lo tanto, para determinar si el aumento en la
sobrevida de la mutante comE es en respuesta a una mayor tolerancia al estrés acido, se evalu6 el
comportamiento intracelular de una doble mutante ciaR/comE (Fig. 10B). De esta manera, la
mutaciéon en ambos sistemas resultd en una menor sobrevida respecto a la cepa salvaje,
bloqueando asi el efecto observado cuando se suprimié comE Unicamente. Estos resultados
corroboran la regulacidon positiva que ejerce CiaR en la sobrevida de neumococo (Fig. 8A) y alude al
mecanismo de ATR como estrategia esencial para dicha sobrevida dentro de neumocitos.

60



A B
140+ mmm R801 salvaje 1404 mmm R801 salvaje

- — R801 IytA::(Er)  __ —= R801 ciaRcomE::(Sp, Km)
§_ 120+ ‘3_‘3- 120

3 3

< 100 2 100

o (4

S 804 S 304

w w

QU @

T 604 T 604

2 2

3 b

< 40+ < 40-

Q Q

= g

S 204 S 20

e e F*hx e g *

o o | I
200 240 300 390 450 200 240 300 360
Tiempo (min) Tiempo (min)

Fig. 10. La capacidad de sobrevivir intracelularmente estd dada por la accion de CiaR y la regulacion por ComE, a través de de ATR.
Células A549 fueron infectadas con las mutantes IytA A), y ciaR/comE B) durante 180 min. Posteriormente, los cultivos se incubaron
con antibidticos extracelulares por diferentes tiempos. Posteriormente las células se lisaron para permitir en recuento intracelular por
diluciones seriadas en placas. El porcentaje de sobrevida intracelular en cada punto fue referido a la cantidad de bacteria que ingresé
inmediatamente luego del tratamiento con antibidticos (100% = 200 min). El test estadistico utilizado fue Anova de dos vias, seguido
del Test Post Hoc Bonferroni. Las diferencias significativas son indicadas como *p < 0.05; ***p<0.001, n=3.
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Capitulo 3. El virus influenza A facilita la sobreinfeccion con neumococo.

Algunos laboratorios ya han demostrado la existencia de una relacidn cooperativa entre la
infeccién por el virus influenza A (IAV) y S. pneumoniae. Este vinculo se ve favorecido en la
nasofaringe, ya que es un sitio comun para la colonizacidon de neumococo, como asi también para
el ingreso y replicacién de IAV (Bogaert et al., 2004; Matrosovich et al., 2004). Se ha visto que el
virus induce un dafio en la célula epitelial que promueve la adherencia bacteriana y reduce la
velocidad del movimiento ciliar lo cual dificulta su eliminacién (Metzger et al., 2013). En respuesta
a la infeccién viral, el sistema inmune induce ademas cambios a nivel celular y humoral que
debilitan la inmunidad antibacteriana (McCullers, 2006; Shahangian et al., 2009; Nakamura et al.,
2011). La suma de estos efectos individuales resulta en una incrementada susceptibilidad a
neumonias neumocdcicas secundarias a la infeccién viral. Sin embargo, aun no se conocen los
mecanismos moleculares responsables de este fendmeno.

3.1 Internalizacion de S. pneumoniae posterior a una infeccion por IAV.

Diferentes estudios evidencian incremento de los transcriptos que codifican para el PAF-R
en células infectadas con IAV; este receptor es una de las vias de ingreso a la célula aprovechada
por neumococo (van der Sluijs et al., 2006). Por otro lado, la infeccidn previa con IAV incrementa la
adherencia de S. pneumoniae en células A549, en traqueas de ratdn y chinchilla (McCullers et al.,
2003; Plotkowski et al., 1986; Tong et al., 1999). Por esta razon, resulta de interés conocer si la
infeccidn viral provoca ademdas de un aumento en la adhesién bacteriana, algin cambio en la
internalizacién de la misma. Se infectaron células A549 durante 1 h, con diferentes MOI de IAV (0;
0,1; 1y 10). Luego de remover el medio de infeccidn, se agregd medio de cultivo fresco por 1 h
adicional, a fin de dar tiempo a los procesos de replicaciéon del genoma viral, transcripcion y
traduccion de proteinas necesarias en el ciclo infectivo. Posteriomente, las monocapas celulares se
coinfectaron con S. pneumoniae durante 180 min. Con la intencién de eliminar las bacterias no
internalizadas, las células se incubaron con antibiéticos extracelulares por 20 min. A continuacion,
la lisis celular liberd las bacterias intracelulares, posibilitando su recuento mediante siembra en
placas.

Se observd que la infeccidn previa con IAV incrementa la cantidad de bacteria que ingresa
a la célula hospedadora en una manera dependiente de la dosis viral (Fig. 11). La internalizacion de
neumococo en células epiteliales en ausencia de virus, es también dependiente de la MOI; sin
embargo, la mera presencia viral incrementa notablemente el ingreso de bacteria en la célula
hospedadora (Fig. 11), confiriendole un beneficio a la infeccidn bacteriana.
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3.2 Modelo celular de coinfeccidn con IAV: seleccion de la MOI viral apropiada.

La infeccidn viral genera ciertas modificaciones en la célula infectada que podrian ser
detectadas por la bacteria, resultando en un beneficio en su estadia intracelular. La adaptacién del
modelo de infeccidn previamente establecido a un esquema de coinfeccidn permitiria evaluar la
existencia de mecanismos moleculares cooperativos entre ambos patdgenos. Brevemente, el
esquema de infeccién con neumococo en células A549 (ver Capitulo 1) consiste en la infeccion de
monocapas de células en cultivo con una relaciéon establecida de bacterias, durante 3 h.
Posteriormente, la remocion de los neumococos no internalizados se realiza utilizando antibidticos
extracelulares (gentamicina, penicilina) que no penetren las membranas celulares. Para comparar
la sobrevida bacteriana en presencia o ausencia de infeccidn viral, es necesario establecer la MOI
viral dptima, puesto que es imprescindible la viabilidad de las células hospedadoras, en cuyo
interior se alojardn las bacterias a ser cuantificadas posteriormente.

Con el objeto de escoger la MOl viral 6ptima para los ensayos, se llevaron a cabo estudios
de coinfeccién en neumocitos tipo Il. Primeramente se infectaron células A549 utilizando diferentes
MOI virales (1, 5 y 10) de la cepa A/PuertoRico/8/34 (HIN1), también llamado PR8. Para poder
establecer una comparacidon entre comportamiento intracelular de neumococo en presencia y
ausencia de virus, se utilizé MOI bacteriana 20, respetando las condiciones previamente
establecidas para la infeccidn con bacteria séla (ver capitulo 1). Las células doblemente infectadas
fueron analizadas luego 60 min (t0) y 300 min (t5) post infeccion bacteriana. Las poblaciones
celulares apoptéticas y necrdticas se identificaron a través de la marcacion con Annexina V'y 7AAD,
mediante citometria de flujo. Se observé que conforme incrementa la MOI viral, el porcentaje de
células viables disminuye a lo largo del tiempo. A t0, utilizando MOI 10, se obtuvo tan solo un 50%
de las células hospedadoras viables, mientras que la infeccién con MOI 5 presentd una disminucién
de la misma magnitud a t5 (Fig. 12). Por esta razon, se estableciéo como MOI viral de trabajo 1, es
decir, una relacion tedrica 1:1 entre las particulas virales y las células hospedadoras.
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A) Diagrama experimental aplicado para evaluar el impacto en la viabilidad celular luego de la infeccion con Influenza A y R801.
B) Células A549 fueron coinfectadas con influenza A (cepa PR8) y luego con neumococo (cepa R801). La evaluacion de las poblaciones
celulares se llevé a cabo luego de 60 min (t0) y a 300 min (t5) post infeccion bacteriana. Para el andlisis por citometria de flujo se
utilizaron marcadores de apoptosis (Annexina V) y necrosis (7AAD). Los grdficos de puntos representan la fluorescencia de células
positivas para 7AAD (cuadrante inferior derecho), para Annexina V (cuadrante superior izquierdo) y para Annexina V'y 7AAD (cuadrante
superior derecho [células doblemente positivas]). Los porcentajes de células positivas se muestran en los cuadrantes correspondientes.
C) Andlisis cuantitativo de la marcacidn de células 7AAD y AnnV negativas (viables) y de la suma de las Ann\e9etves/7AADPositvas +
Ann\VPositivas /7 A A pregativas 4 Apn\/ positivas /7 A A Dpositivas (Necrgticas + apoptdticas) a diferentes tiempos (t0 y t5) post coinfeccion con IAV y
neumococo en células A549. El 100% de los valores corresponde a 50.000 células analizadas mediante citometria de flujo. Los valores
representan la media + SD de dos experimentos independientes. El test estadistico utilizado fue ANOVA de dos vias, sequido del Test
Post Hoc Bonferroni. Las diferencias significativas son indicadas como ***p < 0.001 para las comparaciones intragrupo (respecto a
MOI 1 en t0 6 t5); ### p < 0.001 para las comparaciones intergrupo respecto del grupo control (respecto a cada MOI viral de t0), n=3.
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3.3 Sobrevida intracelular de S. pneumoniae en presencia de IAV.

Una vez optimizadas las relaciones infectivas de virus y bacteria, como asi también los
tiempos de infeccidn, se establecio el siguiente modelo de coinfeccidon (Esquema 11).

Células ¢ 60 120 180 240 300 360
A549 TAV S. pneumoniae ATB i

t(m
T inicial = 100%

in)
Esquema 11. Modelo experimental de coinfeccion entre IAV y S. pneumoniae en células A549.

De este modo, el estudio se enfocé en indagar si el estimulo observado sobre la
internalizacién de neumococo en células infectadas con IAV podria trasladarse también a un cambio
en la sobrevida bacteriana intracelular a lo largo del tiempo. Para ello, se determind en la cepa
salvaje R801 la capacidad de sobrevivir dentro de células previamente infectadas con IAV, respecto
a la condicidn sin virus. Bajo las mismas condiciones de cultivo celular, monocapas de neumocitos
previamente infectadas y sin infectar con IAV (PR8) fueron enfrentadas con S. pneumoniae. Luego
de la incubacidén con antibidticos extracelulares, las células eucariotas se lisaron a diferentes
tiempos para recuperar las bacterias sobrevivientes. Los recuentos intracelulares revelaron un
incremento en la cantidad de bacterias provenientes de cultivos infectados por 1AV, respecto a
aquellas en las que neumococo era el Unico agente infectante (Fig. 13). Esto indica que IAV ademas
de estimular la internalizaciéon, promueve la permanencia de la bacteria dentro de la célula
hospedadora. Asi pues, resulta evidente que neumococo percibe alguna condicidn diferente dentro
de la célula infectada con IAV, que lo predispone a una mayor sobrevida intracelular.

Fig. 13. La infeccion con influenza A incrementa el
B R801 salvaje tiempo de permanencia intracelular de neumococo.
== R801 salvaje+PR8  Cultivos de neumocitos A549 sin infectar e infectados
con PR8 fueron incubados con R801 durante 180 min.
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3.4 Sistemas de transduccion de seiiales de neumococo involucrados en la percepciéon de cambios
causados por IAV en células A549.

Para intentar comprender de qué manera la bacteria percibe estos cambios celulares
producidos por el virus, se estudié la participacion de los TCS que posee neumococo para responder
frente a diferentes condiciones extracelulares. Debido a que los TCS son los principales sistemas de
sefializacidon en neumococo y en particular la funcién del TCS01 es desconocida, se evalud el efecto
de la mutacion de hk01 en el modelo de coinfeccion con IAV y neumoco.
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Se infectaron células A549 con la mutante hk01, las cuales fueron previamente infectadas
o sin infectar con IAV, segin esquema de coinfeccion (Esquema 11), y posteriromente se
determinaron las cantidades de bacterias sobrevivientes a distintos tiempos. El analisis
comparativo reveld que la falta de la HKO1 impide a la bacteria aumentar su permanencia dentro
de la célula hospedadora en presencia de IAV (Fig. 14). Estos resultados sugieren que HKO1 posee
una funcién destacada en los mecanismos moleculares del sinergismo entre influenza A y S.
pneumoniae. Por esta razén, se optd por renombrar el TCS01, como VisRH (por Viral Infection
Sensing).

Fig. 14. En presencia de IAV, la mutacion en visH
impide un aumento en la cantidad de bacteria

120+ sobreviviente dentro de la célula.
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3.5 Determinacidn de la sefial ambiental percibida por VisH.

En infecciones con Chlamydia, se ha descrito que la degradacidn lisosomal es importante
para el aporte de aminodcidos a la bacteria, al punto que el bloqueo de la acidificacién en los
lisosomas disminuye la sobrevida de la misma (Ouellette et al., 2011). De manera similar, la
sobrevida de neumococo también disminuyd cuando las células hospedadoras se trataron con
bafilomicina A1l (Fig. 4). Por otro lado, las infecciones virales cominmente alteran la homeostasis
de aminoacidos en las células huésped (Roe et al., 2011; Kummer et al., 2014). Por lo tanto, se
hipotetizd que el aporte aminoacidico en la vacuola seria importante para la sobrevida de
neumococo y que VisH es necesario para sensar esa perturbacion en los niveles de aminoacidos,
que eventualmente podria causar IAV. Con el fin de determinar si VisH cumple algin rol en la
deteccién de la concentracion intracelular de aminoacidos en el medio, se evalud el efecto que
genera en el crecimiento de la mutante de visH la carencia individual de aminodacidos. Para tal fin,
se utilizé un medio quimicamente definido (MDF), en el que se alterné la carencia de aminoacidos
individualmente, y que permitié el monitoreo del crecimiento de la mutante visH en las condiciones
mencionadas.

Con el fin de simplificar la busqueda, no se estudid el efecto de aminoacidos esenciales
descriptas para neumococo (Arg, Cys, His, Gly, GIn, lle, Leu, and Val)(Hartel et al., 2012), ya que la
bacteria no posee una ruta metabdlica para sintetizarlos de novo, por lo que fueron agregados
siempre al MDF. De este modo, se prepararon medios MDF carentes de Lys, Phe, Pro, H-Pro, Treo,
Ser, y se analizé el crecimiento de la mutante visH. Las bacterias fueron crecidas en medio completo
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(con la adicién de todos los aminoacidos) y al llegar a la fase logaritmica (DOgoonm=0,3) se
centrifugaron, se lavaron con PBS y resuspendieron en MDF deficiente de aminodcidos. A partir de
ese momento se evalud el crecimiento, mediante el registro de la DO a lo largo del tiempo. Se
observé que la ausencia de Ser imposibilitd el crecimiento bacteriano en mutante visH, mientras
que la cepa salvaje pudo sobreponerse a esa carencia (Fig. 15). Este hallazgo sugiere que VisH
activaria una via metabolica como respuesta a la falta de serina. Ensayos de crecimiento en MDF
preparado con diferentes concentraciones de glucosa no mostraron diferencias entre la mutante
hk01y la cepa salvaje (Fig. 16). Estos resultados no descartan que VisH pueda sensar perturbaciones
en otros metabolitos.
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Fig. 15. Curvas de crecimiento en medio MDF deficiente de aminodcidos
Cultivos de la cepa salvaje de neumococo A), y visH B) fueron crecidos en medio MDF carente de un amindcido por cada
condicion. La deteccion de la densidad de poblacion fue evaluada a lo largo del tiempo mediante la cuantificacion de
DOgoonm- LOs datos representan uno de almenos tres exprimentos independientes.
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Fig. 16 Curvas de crecimiento en medio MDF con diferentes concentraciones de glucosa.
Cultivos de la cepa salvaje de neumococo A), y visH B) fueron crecidos en medio MDF con concentraciones diferentes
de glucosa por cada condicion. La deteccion de la densidad de poblacion fue evaluada a lo largo del tiempo mediante
la cuantificacion de DOgoonm. LOS datos representan uno de almenos tres exprimentos independientes.

3.6 El rol de la autofagia en el mecanismo de coinfeccion con IAV.

La autofagia esta implicada en la replicacién de ciertos virus, especialmente aquellos que

realizan el ensamblado de ARN en la cara citoplasmdtica de la membrana de las células infectadas.

Se ha descripto que la infeccidon por IAV genera un incremento en la cantidad de autofagosomas

(Zhou et al., 2009). Por otro lado, también se conoce que este patdégeno bloquea la autofagia

mediante la inhibicién de la fusidn de los autofagosomas con los lisosomas (Gannage et al., 2009).

Esto conduce a una acumulacion perinuclear de vesiculas marcadas con la proteina LC3. Por otro
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lado, se ha visto que la via autofagica puede desempeiiar diferentes roles frente a infecciones
bacterianas. Si bien este mecanismo es uno de los componentes mas destacados de la maquinaria
de defensa de la célula huésped, ciertas bacterias logran residir dentro de vacuolas autofagicas,
mientras que otras sucumben frente a su activacién. En este sentido, se analizé por ensayos de
Western blots si la infeccidn por S. pneumoniae induce un incremento en la conversién de la
isoforma LC3-I (citoplasmatica) en LC3-Il (asociada a membranas), lo que se corresponde con un
incremento en la cantidad de autofagosomas (Fig. 6).

Con el fin de evaluar si los mecanismos autofagicos estan involucrados en el sinergismo
entre IAV y neumococo, se evalud la conversién de LC3-l a LC3-1l en la linea celular A549. Para ello,
las células se infectaron con IAV durante 1 h, luego se incubaron por 1 h en medio fresco y se
coinfectaron con neumococo durante 1 y 3 h. Luego se lisaron las células y se separaron las
proteinas por SDS-PAGE. Mediante andlisis de Western blot empleando anticuerpos anti-LC3 y anti-
B-Actina (control de carga proteica) se determinaron los niveles de LC3-Il, y se observd un
incremento de los mismos en las células infectadas por IAV (Fig. 17 [Carril 7 y 8]), indicando un
mayor numero de autofagosomas durante la infeccion viral. Este hallazgo concuerda con trabajos
previos (Zhou et al., 2009; Gannage et al., 2009), que demuestran la inhibicion de la fusion entre
los autofagosomas y los lisosomas. Por otro lado, se evidencié un aumento en la cantidad de LC3-II
durante la primera hora de coinfeccidon con IAV y neumococo. Este incremento es ain mayor que
el observado en la infeccidn bacteriana (Fig. 17 [carril9 y 10]) o viral (Fig. 17 [carril 7 y 8])
individualmente. Curiosamente, los niveles de LC3-ll disminuyen abruptamente a las 3 hs de
coinfeccién (Fig. 17 [carril 11 y 12], alcanzando niveles basales semejantes a los obtendos en

condiciones de no infeccién. Estos resultados sugieren que la presencia de IAV en la célula modifica
el comportamiento del sistema autofagico hacia una infeccién secundaria por S. pneumoniae,
respecto a lo que se observa en las infecciones independientes. A su vez indica que los efectos son

dinamicos y dependen del tiempo.

3.7 Rol de VisH en el mecanismo de autofagia durante la coinfeccion.

Se ha demostrado previamente que VisH esta involucrado en la respuesta de la bacteria a
los cambios producidos por IAV en neumocitos (Fig. 14). La carencia de la VisH conlleva a una
disminucién de la capacidad de neumococo de sobrevivir dentro de células A549; sin embargo, no
se conoce el papel que cumple esta quinasa en el desarrollo de autofagia, ya sea en células
infectadas solamente con neumococo o durante la coinfeccién IAV/neumococo.

Para abordar este punto, monocapas de células A549 se infectaron con IAV durante 1 h.
Lluego de 1 h adicional de incubacién con medio fresco, los cultivos fueron sobreinfectados con la
mutante visH durante 1 y 3 hs. Como control, se infectaron cultivos Unicamente con visH en
ausencia de infeccién viral, siguiendo el mismo esquema cinético. A continuacién, los lisados
celulares fueron analizados por Western blot, utilizando anticuerpos anti-LC3 y anti-B-Actina.
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La infeccion con visH incrementd los niveles de LC3-1l por acumulacion de autofagosomas
de modo similar a la cepa salvaje, sugiriendo que VisH no esta involucrada en los procesos
autofagicos desencadenados por la infeccion con neumococo (Fig. 17 [carril 8]). Sin embargo, en la
coinfeccién con IAV y visH los niveles de LC3-Il mostraron un incremento que se mantuvo elevado
aun a las 3 h de coinfeccién, de manera opuesta a lo obtenido con la cepa salvaje de neumococo,
sugiriendo que la quinasa visH estaria vinculada con la disminucién de los niveles de LC3-II
observados en presencia de virus.
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DISCUSION

S. pneumoniae: adaptacion al medio ambiente y patogénesis

En humanos, S. pneumoniae coloniza la nasofaringe de manera asintomatica. El sistema
inmune innato y adaptativo generalmente impiden que la colonizacidn progrese a enfermedad. Sin
embargo, frecuentemente las alteraciones en la homeostasis huésped-patégeno conllevan a
infecciones que amenazan la vida del hospedador. Por lo tanto, es importante comprender la
patogénesis infecciosa de neumococo, para lo cual se debe determinar el rol que desempefian los
factores de virulencia involucrados e identificar posibles puntos de intervencién para un
tratamiento terapéutico.

Diferentes estudios demuestran que la expresion de los factores de virulencia de
neumococo se encuentra estimulada por el ambiente y presenta diversas estrategias de regulacion
que son de gran importancia para la adaptacidén a nuevos ambientes (Preston et al., 2008; Mitchell
et al., 2010; Patenge et al., 2013). Durante la colonizacidon e invasidn, uno de los mecanismos de
adaptacion bacteriana a nuevas condiciones ambientales es mediante los sistemas de sefializacion
TCS que responden a estimulos externos (Hoch, 2000; Stock et al., 2000; Hava et al., 2003). En
nuestro laboratorio se identificaron y caracterizaron algunos TCS que contribuyen en los procesos
de desarrollo de la infeccidn y la virulencia en S. pneumoniae. En particular, se encontré que el
sistema MicAB responde a la concentracion de oxigeno en el medio, como asi también los sistemas
CiaRH, ComDE vy la serin/treonin quinasa StkP en la induccion del estado de competencia y la
virulencia (Echenique et al., 2000; Echenique et al., 2001; Kadioglu et al., 2003; Echenique et al.,
2004). Por otro lado, se encontrd que el estrés acido es una condicién ambiental capaz de inducir
autdlisis (ASIL) para asegurar la liberacion de ADN, compuestos de la pared celular y factores de
virulencia, favoreciendo el intercambio genético y contribuyendo a su patogenia (Pinas et al., 2008).
Este mecanismo mediado por el regulador de respuesta ComE, es activado de manera
independiente del mecanismo de quorum sensing descrito para la regulacién de la competencia, y
conlleva a una induccion de lisis bacteriana mediante la autolisina LytA, involucrando en el proceso
a StkP (Pinas et al., 2008). Contrariamente, se encontré que CiaRH ejerce un rol protector de la
induccidon de ASIL (Pinas et al., 2008; Cortes, 2013). En este sentido, CiaRH presenta un papel
esencial en la preservacion de la integridad bacteriana, a través de la puesta en marcha del
mecanismo de tolerancia al estrés acido (ATR) (Cortes, 2013). Estos hallazgos denotan que
neumococo utiliza diferentes mecanismos de sefializacién que pueden desempenar un rol distintivo
en la patogénesis bacteriana.

Tomando como referencia estos precedentes, surgieron una serie de interrogantes
dirigidos por a descifrar el curso intracelular de la infeccién por neumococo y el papel que cumplen
los diferentes mecanismos bacterianos en contexto de relaciéon huésped-patdgeno. Por otra parte,
el enfoque estuvo también dirigido a esclarecer los eventos celulares y moleculares que forman
parte de la sinergia en las etapas iniciales de la coinfeccién con IAV. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo aportan evidencias concretas de que neumococo pone en marcha una serie de
procesos que le permiten mantener su viabilidad dentro de la célula hospedadora por varias horas,
otorgandole un beneficio al proceso infectivo. La infeccion también dispara el mecanismo de
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autofagia, que responde en defensa de la propia célula. Asimismo, se demuestra que la bacteria es
capaz de percibir cambios intracelulares ocasionados por una infeccion previa con IAV,
confiriéndole una ventaja a nivel de internalizacidn y sobrevida. Estos hallazgos permiten explicar
parte de esta interaccion bioldgica compleja que ocasiona altas tasas de morbi-mortalidad a nivel
mundial en los pacientes co-infectados con S. pneumoniae e |1AV.

Con el fin de dilucidar los mecanismos que S. pneumoniae utiliza para invadir y establecer
una infeccién en el huésped, se desarrollé un modelo de infeccidn in vitro en cultivos de neumocitos
A549 y macréfagos RAW264.7, utilizando ensayos de proteccidén con antibiéticos y determinando
la internalizacién y sobrevida de neumococo en estas células. Los resultados indicaron que las
células RAW264.7 internalizan 50 veces mas bacterias que las células A549 (Fig. 3A), lo cual se
condice con la funcién fagocitica profesional de los macréfagos, otorgada por la presencia de
receptores en la superficie que detectan patrones moleculares caracteristicos de patdgenos
(PAMPs) (Navarre et al., 2000). Estos receptores se encuentran ausentes en las células epiteliales
(Celli et al., 2002; Bartlett et al., 2008). Por otro lado, en ambas lineas celulares se encontré que la
sobrevida de las bacterias internalizadas disminuye con el transcurso del tiempo (Fig. 3 B, C). Esto
sugiere que podria estar siendo degradada de manera dependiente de lisosomas, a partir del
trabajo realizado por Radin et al. (2005), en donde un 50% de las bacterias internalizadas mostraba
marca positiva para Lysotracker (marcador del compartimento lisosomal), luego de 3 hs post
infeccion. No obstante, en base a los ensayos de sobrevida, existe una subpoblaciéon de neumococo
que permanece viable intracelularmente durante al menos 5 y 6 h en células RAW264.7 y A549,
respectivamente (Fig. 3). La relevancia fisiologica de este hallazgo reside en que la viabilidad
intracelular significa una ventaja para neumococo en el proceso de infeccién. En este sentido,
algunas bacterias permanecen alojadas varias horas en el interior de células epiteliales para evadir
el sistema inmune del huésped (Wu et al., 2011; Coutanceau et al., 2005; Medina et al., 2003;
Hornef et al., 2002), mientras que aquellas que sobreviven dentro de macréfagos pueden
diseminarse a otros sitios gracias a la capacidad migratoria de estas células (Pei et al., 2014; Kubica
et al., 2008; Moazed et al., 1997). Si bien neumococo permanece varias horas tanto en células A549
como en RAW264.7, el porcentaje de bacterias intracelulares al cabo de 300 min post-infecciéon es
aproximadamente un 35 % mayor en células epiteliales (Fig. 3 B, C). Esta diferencia podria estar
vinculada con mecanismos degradativos especificos de los macréfagos, como por ejemplo la
activacion de ROS (Imlay, 2002).

La cuantificacion de las UFC provenientes de lisados celulares infectados (Fig. 3B, C), refleja
los diferentes procesos intracelulares que acontecen simultdneamente en distintas células del
cultivo (replicacién intracelular, migracion bacteriana hacia el exterior y eliminacidn por parte del
huésped), sin brindar informacién especifica sobre el proceso que experimenta la bacteria en cada
célula individualmente. Para diferentes géneros bacterianos, existen evidencias que indican que,
luego del evento de invasidn, coexisten diversas subpoblaciones de bacterias internalizadas que
interaccionan de manera diferente con las vias de trafico vesicular de la célula hospedadora,
resultando en multiples destinos para el patégeno endocitado. Tal es el caso de Salmonella entérica
(Birmingham et al., 2006; Malik-Kale et al., 2011), Listeria monocytogenes (Birmingham et al., 2008)
y Mycobacterium tuberculosis (Simeone et al., 2012). Es posible reconocer diferentes
subpoblaciones de S. pneumoniae cohabitando dentro de una misma célula infectada. Por ejemplo,
la colocalizacidn parcial con marcadores lisosomales supone un destino degradativo para una
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subpoblacién internalizada a través de PAF-R (Radin et al., 2005) o por plgR (Asmat et al., 2014).
Otra subpoblacién de S. pneumoniae aprovecha las vesiculas Rab11 para alcanzar nuevamente la
superficie celular, o hace uso de la transcitosis en células de la microvasculatura cerebral y de
pulmén, logrando escapar por la superficie celular basolateral de cultivos polarizados, sin ocasionar
dafio a la célula hospedadora (Radin et al., 2005; Ring et al., 1998; LeMessurier et al., 2013;
Gradstedt et al., 2013). Esto ocurre posiblemente a través de endocitosis mediada por caveolina,
eludiendo la via candnica endosoma-lisosoma (Doherty et al., 2009; Ueno et al., 2009; Rodriguez et
al., 2006; Predescu et al., 2004; Tugizov et al., 2013). En relacidn a la via de reciclaje, se conoce que
diferentes bacterias utilizan este mecanismo para lograr salir de las células que han infectado,
interfiriendo con el trafico normal de la célula huésped, evitando su deteccién y degradacion
(Fredlund et al., 2014; Takeuchi et al., 2011; Barrile et al., 2015). Por consiguiente, la reduccién de
la cantidad intracelular de neumococo que subsiste luego de la internalizacién (Fig. 3 B, C), podria
deberse a que la bacteria es eliminada dentro la célula huésped o a un escape del patégeno al
medio extracelular. En este Ultimo caso, la bacteria moriria al entrar en contacto con los antibidticos
presentes en el medio de cultivo, por lo que el modelo de infeccién establecido (Esquema 11) no
permite distinguir entre estas dos posibilidades. En este sentido, no se ha reportado que
neumococo replique dentro de las células hospedadoras; no obstante, en base al modelo
experimental utilizado en este trabajo no se puede descartar tal evento.

También se conoce que ciertas bacterias pueden entrar en un estado viable-no replicante
en las células hospedadoras (“persisters”), donde logran sobrevivir a los mecanismos de eliminacion
de lainmunidad innata y muestran tolerancia a los antibiéticos. Algunos ejemplos de tales bacterias
incluyen M. tuberculosis (Bermudez et al., 1999), E. coli uropatégena (Mysorekar et al., 2006;
Schwartz et al., 2011), Chlamydia pneumoniae (Kern et al., 2009; Buchacher et al., 2014),
Campylobacter jejuni (Watson et al., 2008; Perez-Boto et al., 2012) y Haemophilus influenza (Morey
etal.,2011). En el caso de la infeccion de macréfagos por Salmonella entérica serovar Typhymurium
(5. Typhymurium), se encontré que luego de 2 h de infeccidn la mayoria de las bacterias
internalizadas se mantiene en un estado no-replicante, comprobdndose que el arresto en el
crecimiento es reversible y que la internalizacion, acidificacién y deprivacién de nutrientes son
inductores de la formacién de “persisters” intracelulares (Helaine et al., 2014). Considerando estos
antecedentes en relacion a otras bacterias, cabe la posibilidad de la existencia de esta tercera
subpoblacion intracelular de S. pneumoniae. Por esta razdn, trabajos posteriores deberan
enfocarse en indagar si el estadio intracelular de neumococo en las células hospedadoras (Fig. 3) es
un desencadenante en la formacion de bacterias persistentes.

Autofagia y sobrevida de neumococo en neumocitos

Luego de la invasién, la autofagia es un componente clave de la inmunidad innata contra
infecciones por diferentes microorganismos. Sin embargo, numerosos patégenos desarrollan
estrategias para evadir, bloquear o manipular la progresion normal del proceso autofagico y asi
establecer una infeccién exitosa y/o persistente (Vazquez et al., 2010; Cemma et al., 2012;
Mostowy, 2014). A raiz del desconocimiento del rol de este mecanismo en la infeccidon por
neumococo, se analizé la interaccion de esta bacteria con la via autofagica, para indagar acerca de
los eventos celulares y moleculares que permiten a esta bacteria establecer una infeccién. El
incremento en los niveles de LC3-Il detectado a tan sélo 60 min post-infeccién indica un aumento
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en la cantidad de autofagosomas (Fig. 6). Dado que el autofagosoma es una estructura intermedia
en una via dindmica, el nimero de autofagosomas observados en cualquier punto de tiempo
especifico es una funcion del equilibrio entre la tasa de su generacion y la tasa de su conversion en
autolisosomas. Por lo tanto, la acumulacién de autofagosomas puede representar ya sea la
induccion de la autofagia, o alternativamente, bloqueo de la degradacién corriente abajo de la
formacidn de esta estructura. El flujo autofagico puede ser analizado por Western blot, midiendo
el incremento de LC3-1l en presencia y ausencia de degradacion lisosomal. La inhibicidon de la
degradacién lisosomal puede lograrse mediante el uso de inhibidores de proteasas (por ejemplo,
leupeptina y E64D) o farmacos tales como bafilomicina que alteran el pH lisosomal o por
tratamiento con agentes que bloquean la fusidn de autofagosomas con lisosomas. Un incremento
en los niveles de LC3-1l en presencia de inhibidores de proteasas lisosomales, indicaria un aumento
del flujo autofagico. Sin embargo, si el nivel de LC3-Il permanece sin cambios, es probable que la
acumulacién de autofagosomas se produzca debido a una inhibicion de la degradacién; por
ejemplo, por un bloqueo de la fusién autofagosoma-lisosoma. Durante el periodo de escritura de
este trabajo, se describio que S. pneumoniae induce autofagia a través de la via PI3K-I/AKT/mTOR
(Li, 2015). Estos hallazgos estan de acuerdo con lo observado en la infeccién de células A549 con la
cepa R801 (Fig. 6) y refuerzan la hipdtesis de que el mecanismo de autofagia cumpliria un rol
citoprotector en la infeccién por neumococo.

Otro aspecto interesante en este mecanismo es la identificacion del evento
desencadenante de la respuesta autofagica. En relacion a este punto, seria necesario evaluar si la
bacteria escapa del fagosoma al citosol, dado que este proceso podria ser una causa que active la
autofagia. Al respecto, se ha descripto que neumococo, a través de su hemolisina principal (Ply),
desencadena un mecanismo de permeabilizacién de la membrana lisosomal (LMP) en macrdéfagos
infectados (Bewley et al., 2011; Bewley et al., 2014; Lemon et al., 2015). Ademas, se conoce que
neumococo es capaz de activar los receptores citoplasmaticos Nod2, sugiriendo fuertemente que
la bacteria accede al citoplasma de la célula infectada (Opitz et al., 2004; Dorrington et al., 2013;
Liu et al., 2014). Seria necesario corroborar si este proceso también ocurre en células epiteliales, y
por ende si es la causa de la activacion de la autofagia. Estudios dirigidos a elucidar en detalle la
biologia celular del proceso permitiran una mayor comprension del impacto de la autofagia en el
mecanismo de patogénesis de neumococo.

Internalizacién y vida intracelular de neumococo

Algunos microorganismos son capaces de establecer un didlogo molecular
extraordinariamente sofisticado con la célula huésped, a fin de manipular las vias de transduccion
de sefiales y efectuar una serie de eventos que van desde su propia endocitosis hasta la evasién de
los mecanismos de degradacion (Cossart et al., 2014; Kim et al., 2010). Con el objeto de evaluar qué
factores celulares podrian jugar un rol esencial en la patogénesis de la infeccidn, se analizé el efecto
del pH de los compartimientos endosomales en relacién a la sobrevida o muerte de neumococo.
Contrariamente a lo esperado, el tratamiento con inhibidores de la acidificacidn lisosomal en las
células infectadas causd una disminucidén significativa en la sobrevida intracelular de neumococo
(Fig. 4), sin afectar el crecimiento bacteriano in vitro o la viabilidad de las células huésped (Fig. 5).
Esto indica que la acidificacidn es necesaria para la persistencia de neumococo dentro de la célula,
posiblemente porque un pH bajo activa ciertos mecanismos o de factores de patogenicidad
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bacterianos. Diferentes procesos podrian ser desencadenados por el pH 4cido; por ejemplo,
numerosas toxinas bacterianas requieren de la acidificacién para su procesamiento y activacion
dentro de la célula diana, mientras que su efecto es impedido por el tratamiento con bafilomicina
Al o NH4Cl (Qa'Dan et al., 2000; Barth et al., 2000; McClain et al., 2000). En el caso de Francisella
tularensis |la acidez es requerida para liberar el hierro de la transferrina, ya que este metal esencial
para su crecimiento (Fortier et al., 1995). El pH acido es una sefial que conduce a S. Typhimurium a
una mejor adaptacion al entorno intracelular (Foster et al., 1999; Foster, 1999; Bearson et al., 1998;
Muller et al., 2009). En este sentido, S. pneumoniae posee mecanismos de resistencia al estrés acido
(ATR), con los cuales puede hacer frente a un descenso en el pH extracelular in vitro (Martin-Galiano
et al., 2005). Investigaciones previas en nuestro grupo de trabajo revelaron el involucramiento de
los TCS CiaRH y ComE en el desarrollo in vitro de ATR (Pinas et al., 2008; Cortes, 2013). Mientras
gue ComE activa el mecanismo de lisis en medio acido (ASIL), se ha visto que CiaRH ejerce un rol
protector frente a este proceso (Pinas et al., 2008). La induccion del mecanismo de ATR, por
incubacién de cultivos de neumococo en medios de cultivo a pH acido subletal, demostré que las
mutantes ciaR y comE afectan de manera antagdnica el desarrollo de ATR. Mientras que en la
mutante ciaR se inhibié el mecanismo de tolerancia al pH acido, comE favorecié su desarrollo,
funcionando como un regulador negativo, en favor de la muerte bacteriana (Cortes, 2013). En
consecuencia, la inhibicién de la acidificacion mediante el tratamiento con bafilomicina Al
imposibilita la puesta en marcha de este mecanismo de proteccién al estrés acido, lo que permite
explicar la disminucion en la sobrevida intracelular de neumococo en células que recibieron este
tratamiento (Fig. 4). En el presente trabajo se realizaron ensayos in vivo para evaluar si ASIL o ATR
estan involucrados en la sobrevida o muerte de neumococo dentro de la célula eucariota, dado que
la transicion de un endosoma temprano a un fagolisosoma es acompafiada por una caida del pH
por debajo de 5.0, exponiendo a la bacteria a una acidificacion gradual (Huotari et al., 2011; Russell
et al., 2006; Gradstedt et al., 2013). La evaluacion de la sobrevida intracelular en células A549
mostré que las mutantes ciaR y comE presentan fenotipos opuestos en relacidn a la viabilidad a lo
largo del tiempo (Fig. 8A, B). La ausencia del regulador de respuesta CiaR disminuyd la sobrevida de
neumococo dentro de la célula infectada, mientras que la carencia de ComE incrementé el
porcentaje de bacterias intracelulares. Esto demuestra que CiaRH y ComE estan implicados en los
mecanismos bacterianos que determinan su supervivencia (ATR) o suicidio (ASIL), dentro de la
célula hospedadora. Mas aun, células infectadas con la doble mutante ciaRcomE presentaron el
mismo perfil de sobrevida que la simple mutante ciaR (Fig. 10B). Esto demuestra un efecto
dominante de CiaRH sobre ComE. El incremento en la sobrevida intracelular que presenté la
mutante comE podria estar asociado a un bloqueo en de la autdlisis mediada por ASIL. Sin embargo,
la infeccidn de las células A549 con la mutante lytA mostré el mismo perfil intracelular que la cepa
salvaje (Fig. 10A), indicando que la activacién de la autélisis no es el factor de muerte de neumococo
dentro de las células. Esto pone en evidencia que el incremento en la sobrevida intracelular
observado en la mutante comE se debe a la desinhibicion del mecanismo de ATR al eliminarse la
regulacién negativa de ComE sobre este proceso, y no por un bloqueo de ASIL (Esquema 12).

La identificacion de los factores necesarios para la supervivencia intracelular de neumococo
permite una valoracién de la importancia de las etapas intracelulares en la infeccidn, y también
ayuda a comprender las estrategias de persistencia empleadas en los organismos hospedadores. Si
bien se determind que CiaRH y ComE son parte de los mecanismos de respuesta a las condiciones
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de estrés d4cido, también se evidencid que otros TCS estan involucrados en la adaptacién a
compartimientos intracelulares hostiles. Tal es el caso de RitR (Fig. 8C), cuya mutacién redujo su
capacidad de sobrevida intracelular comparado con la cepa salvaje, indicando que esta proteina
cumple un papel importante en la mantencién de la viabilidad bacteriana dentro de la célula
infectada. Se ha visto que la delecién del gen ritR provoca una reduccién marcada en los recuentos
bacterianos en modelos de neumonia murina (Throup et al., 2000; Ulijasz et al., 2004). Sin
embargo, hasta el momento la importancia de RitR en la virulencia no habia sido demostrada
intracelularmente (Fig. 8C). Este hallazgo podria estar vinculado a un desbalance en la homeostasis
de hierro dentro de la bacteria, ya que se ha visto que RitR es un represor del sistema de captacién
de hierro piu, por unién directa a su promotor (de alli su nombre, por sus siglas en inglés: “Regulator
of Iron Transport”) (Ulijasz et al., 2004; Ulijasz et al., 2009; Ong et al., 2013). Ademas, regula la
expresiéon de varios genes implicados en la resistencia al estrés oxidativo, por ejemplo el gen que
codifica para la proteina Dpr (“Dps-like-peroxide resistance protein”), capaz de proteger la célula
contra hierro y perdxido (Pulliainen et al., 2003). El hierro (Il) es un causante de estrés oxidativo,
especialmente en combinacidn con perdxido de hidrégeno, ya que esto conduce a la produccién de
radicales oxhidrilos a través de la reaccion de Fenton (Imlay et al., 1988; Pesakhov et al., 2007). En
S. pneumoniae, la demanda de hierro es limitada, ya que carece de una cadena respiratoria y por
lo tanto no posee citocromos; aun asi el hierro es necesario en bajas concentraciones para la
formacion de enzimas que contienen grupos FeS, incluyendo la ribonucleétido reductasa
anaerdbica (Lanie et al., 2007). Este hallazgo puede contribuir a futuros estudios orientados a
describir en detalle las estrategias bacterianas en condiciones de oxidacién y la evaluacidon de
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| \ IytA
Respuesta protectora Autolisis Respuesta protectora Autdlisis
SOBREVIDA MUERTE SOBREVIDA MUERTE

Esquema 12. Modelo de respuesta al estrés dcido en S. pneumoniae. Frente a un mismo estimulo ambiental, neumococo

presenta fenotipos diferentes y opuestos. La exposicion a un pH dcido subletal activa un mecanismo de tolerancia al estrés
dcido (ATR), mediado por el sistema ciaRH que favorece la sobrevida de la bacteria. De manera antagdnica, las
condiciones de estrés dcido neumococo pueden activar un mecanismo de muerte bacteriana (ASIL) mediado por ComE,
resultando en la lisis bacteriana por activacion de LytA (Pifias, 2008). El desarrollo de una de estas vias inhibe a la otra,
mientras que CiaRHes esencial para el desarrollo de ATR, ComE ejerce un control negativo sobre el mismo. Por el contrario,
ComeE es clave en la induccion de ASIL, mientras que CiaRH cumple un rol protector de la lisis por estrés dcido.
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posibles interconexiones entre diferentes vias de sefalizacién como estrategias de sobrevida
bacteriana dentro de compartimentos intracelulares.

Otro componente de un sistema de sefalizacion involucrado en la adaptacion intracelular
de neumococo es la quinasa del TCS09. La mutante hk09 aumentd la sobrevida de neumococo
dentro de la célula hospedadora (Fig. 8D), hecho que le asigna una funcion de regulador negativo
en la supervivencia bacteriana. Se conoce que la eliminacién del gen regulador de respuesta rr09
ocasiona diferentes fenotipos de virulencia de una manera dependiente de cepa (Blue et al., 2003).
Por esta razén, estudios posteriores deberdn orientarse a determinar si el incremento de la
sobrevida intracelular en mutantes hk09 se debe a razones vinculadas a la cepa, o bien si la histidin
quinasa reprime algun componente que desencadena la muerte de la bacteria en cepas salvajes,
independientemente del TCS09.

Luego de la adhesidn bacteriana a la superficie celular, ocurren eventos de transduccion de
sefales dindmicos, tanto en las células hospedadoras como en la bacteria invasora, con el fin de
lograr la internalizacién del patdgeno. En este trabajo se determind que la ausencia de MicB, HK03,
HKO04, HK06, HK11, ComE y RitR altera la internalizacién bacteriana a células A549 (Fig. 7),
demostrado que estos componentes de los sistemas de sefializacién bacteriana forman parte del
mecanismo de entrada de neumococo a la célula huésped. Las mutantes micB, hk03, hk04, hk06,
hk11 tienen un rol activo en la internalizacion, pero no estan implicadas en la sobrevida intracelular
a lo largo del tiempo, sugiriendo que las vias de sefializacién que activa la bacteria en la entrada a
la célula no son necesariamente las mismas que requiere para sobrevivir. La menor internalizacion
de las mutantes hk04 y hkO6 en comparacion con la cepa salvaje (Fig. 7) puede estar asociada a un
defecto en la adhesidn bacteriana a la célula diana, ya que los sistemas TCS04 y TCS06 regulan la
expresion de las adhesinas PsaA, PspCy PspA (McCluskey et al., 2004; Standish et al., 2007). Por lo
tanto, una adherencia deficiente conllevaria a una disminucién en el nimero de bacterias capaces
de ingresar a la célula hospedadora. Por otra parte, la mutante hk11 también presenta menor
internalizacién en comparacién a la cepa salvaje (Fig. 7). Se ha descrito que un incremento en la
expresion de hk11y rr11 en neumococo, aumenta la formacion de biofilms (Cockeran et al., 2014;
Mutepe et al., 2013). Las etapas tempranas en la formacién de estas biopeliculas involucra eventos
de adhesion a superficies (Ma et al., 2009; Chao et al.,, 2014). De esta manera, la escasa
internalizacién observada en la mutante hk11 podria estar vinculada a dificultades en la adherencia.
Las mutantes en otros componentes de los TCS también alteran la internalizaciéon bacteriana:
mientras que micB vy ritR la disminuyen, hk03 y comE la incrementan (Fig.7). Estas proteinas
participan en diferentes procesos como regulacion de competencia, regulacion de los niveles de
hierro, quorum-sensing, ASIL y ATR (Echenique et al., 2000; Ulijasz et al., 2004; Pinas et al., 2008;
Cian et al., 2015). Estudios futuros deberan estar orientados a determinar el involucramiento de
estos procesos en la internalizacidn, o si funciones alin no descriptas de MicB, HK03, ComE y RitR
explican las alteraciones en el ingreso de la bacteria a la célula.

Sinergismo entre influenza Ay S. pneumoniae

Hasta el momento de realizacidon de esta tesis, se habia constatado la existencia de una
asociacion cooperativa entre en S. pneumoniae y el virus influenza A (IAV) (McCullers et al., 2002;
McCullers, 2006). Durante las tres principales pandemias de IAV (1918, 1957 y 1968), la mayoria de
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las muertes no se debieron a la infeccion viral primaria, sino que la mayoria de los individuos
sucumbieron ante una infeccion bacteriana secundaria, predominantemente causada por
neumococo (Morens et al., 2008; Chien et al., 2009). En los ultimos afos ha surgido nueva evidencia
sobre los mecanismos subyacentes de esta interaccién entre los patdégenos. Muchos estudios han
descrito mecanismos de virulencia sinergisticos basados en modelos de ratén en donde IAV y S.
pneumoniae son simultdneamente inoculados directamente en el tracto respiratorio inferior
(McCullers, 2006; Diavatopoulos et al., 2010). Se ha profundizado el andlisis en relacién con los
defectos ocasionados por el virus en la inmunidad antibacteriana, ya sea a nivel de dafio celular
(Ghoneim et al., 2013; Wolf et al., 2014; Blevins et al., 2014; Kosai et al., 2011), y en la respuesta
pro-inflamatoria (Cao et al., 2014; Wu et al., 2015; LeMessurier et al., 2013; Nakamura et al., 2011;
Sun et al., 2008). A pesar de todos estos antecedentes, existen muy pocos estudios orientados a
dilucidar los procesos de patogénesis infecciosa a nivel celular.

En el presente trabajo hemos evaluado la implicancia de la acidificacion y los sistemas de
sefializacion bacterianos en el contexto de la invasion de neumococo a células eucariotas, como asi
también los efectos de la coinfecciéon con IAV sobre estos mecanismos. Demostramos que la
infeccidon previa con IAV favorece la internalizacion de neumococo, ya que bajo las mismas
condiciones de infeccidn, las células que fueron infectadas con diferentes MOI viral alojaron un
mayor numero de bacterias en comparacion con la condicién sin virus (Fig. 11). Este hecho
demuestra la existencia de un beneficio a nivel celular en la relacién simbidtica entre bacteriay
virus. Se ha descrito que la infeccidn viral produce un incremento en la expresidon de moléculas de
adhesién en la superficie celular, como también la exposicion de receptores ocultos que conllevan
a una mayor adherencia bacteriana, lo cual podria explicar el incremento en la internalizacién (Nita-
Lazar et al., 2015; Peltola et al., 2004; McCullers, 2006; McCullers et al., 2003). De igual manera, se
demostroé que la presencia de IAV favorece la supervivencia intracelular de la bacteria, prolongando
su viabilidad a lo largo del tiempo (Fig. 13). En este sentido, Se conoce que las infecciones virales
afectan en gran medida al metabolismo celular, por ejemplo, los virus con envoltura incrementan
la sintesis de novo de los lipidos de membrana como consecuencia de la gemacidn viral (Janke et
al., 2011). En particular, 1AV altera el metabolismo de la glicélisis y de las pentosas-fosfato, e
incrementa la actividad catalitica de diferentes enzimas que forman parte dedel ciclo de los acidos
tricarboxilicos y la glutamindlisis (Janke et al., 2011; Ritter et al., 2010; Klemperer, 1961). Un
desbalance en las cantidades de aminodcidos intracelulares podria alterar los niveles de proteasas
gue son claves en |la defensa anti-bacteriana. Por consiguiente, una disminucién en la concentracidn
de aminoacidos como consecuencia de la infeccién viral, podria ser la causa del aumento en la
sobrevida intracelular de neumococo en presencia de IAV. Particularmente, se encuentra descripto
que ciertas proteasas celulares cumplen un rol importante en la muerte de neumococo {Standish,
2009 #5950HHahn, 2011 #7831}. Por lo tanto, estudios futuros deberan estar orientados a
determinar los niveles de aminodcidos y proteasas en células infectadas con IAV contribuiran a
elucidar el mecanismo por el cual el virus favorece la sobrevida de neumococo en la célula huésped.

Hasta el momento, los estudios precedentes acerca del sinergismo entre ambos patdgenos
fueron reportados considerando diferentes perspectivas y modelos animales. No obstante, no se
habian contemplado estudios a nivel celular que describan los mecanismos cooperativos de la
interaccion. La utilizacién de un modelo celular permitié evaluar la relevancia de la infeccién viral
en la sobrevida intracelular de neumococo. Este hallazgo es significativo, dado que se encontré el
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doble de bacterias intracelulares luego de la infeccién viral (Fig. 13), indicando también que
neumococo es capaz de mantenerse vivo por mas tiempo dentro de la célula hospedadora. Estos
resultados muestran una correlacidon con lo observado en diferentes modelos animales, donde la
infeccion viral incrementa la sobrevida de neumococos recuperados de diferentes dérganos,
exacerbando la patogenicidad y provocando mayor morbi-mortalidad en los animales coinfectados
(Kash et al., 2015; Short et al., 2011; McCullers et al., 2002).

El estudio de la asociacidn a nivel celular entre S. pneumoniae e IAV es importante para
disefar estrategias de intervencién terapéuticas mds eficaces que reduzcan el impacto de las
infecciones bacterianas secundarias. Para generar nuevas alternativas en el desarrollo de
antimicrobianos, es fundamental la caracterizacion de los STS involucrados en la interaccidn entre
neumococo, IAV y el hospedador. La capacidad de detectar y responder a las variaciones
ambientales es una propiedad esencial para la supervivencia bacteriana. En los TCS, las HK son las
responsables de percibir estimulos extracelulares y activar cascadas de sefializacién que permiten
la adaptacién bacteriana a las nuevas condiciones del ambiente (Jung et al., 2012). Mientras que
la sobrevida de la cepa salvaje de neumococo es mayor en células infectadas con IAV que en células
no infectadas previamente con IAV, la mutante visH no presenta diferencias significativas de
sobrevida en células infectadas o sin infectar con el virus (Fig. 14). Los resultados obtenidos indican
que la mutacién en la quinasa VisH de neumococo le confiere una limitada capacidad de
supervivencia dentro de células infectadas con IAV, alcanzando porcentajes similares a la cepa
salvaje en células sin infectar con IAV (Fig. 14). Este hallazgo demuestra que VisH cumple un rol
importante en el sinergismo entre ambos patdgenos, ya que los resultados muestran que esta
proteina favorece la sobrevida intracelular de neumococo cuando el hospedador esta infectado con
IAV pero no en células no infectadas por el virus.

VisH percibe el nivel extracelular de serina y estd involucrada en la biosintesis
bacteriana de ese aminoacido.

Se observd que el crecimiento de la mutante visH en medio de cultivo quimicamente
definido disminuye en ausencia de serina (Fig. 15). Esto indicaria que la quinasa VisH forma parte
de una via regulatoria que neumococo activaria en respuesta al déficit de este aminoacido (Fig. 15).
Este hallazgo abre las puertas a la caracterizacion de la cascada de sefializacion que activa
neumococo durante la coinfeccién, ya que el sistema VisRH no se encuentra aun descripto
bioquimica y funcionalmente. Investigaciones futuras deberan estar orientadas a identificar los
elementos que forman parte de esta sefializacidn iniciada por VisH, por ejemplo la identificacion
del regulador de respuesta asociado a esta via de sefializacién. Conocer en detalle estos
mecanismos bacterianos contribuird a ampliar las estrategias en cuanto a desarrollo de nuevos
tratamientos paliativos y/o preventivos.

En este contexto, se postula que la reduccidn en la sobrevida intracelular de visH en células
coinfectadas con IAV podria ser ocasionada por una disminucion en los niveles de serina como
consecuencia de la infeccidon viral. La carencia de esta histidin quinasa imposibilitaria la
compensacion intracelular de los niveles de este aminoacido, conllevando a una afectacién en la
viabilidad de la mutante.
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El rol de autofagia en el mecanismo sinérgico entre IAV y S. pneumoniae

Se conoce que el mecanismo de autofagia se activa mediante la deprivacién celular de
nutrientes, en especial de aminoacidos (Fader et al., 2014; Meijer et al., 2014). En el caso de IAV,
estudios recientes reportaron que la infeccion viral no sélo promueve la formacién de
autofagosomas, sino que también previene los Ultimos eventos en su maduracién, bloqueando la
fusién autofagosoma-lisosoma (Gannage et al., 2009; Zhou et al., 2009; Zhirnov et al., 2013). En
concordancia con estos antecedentes, se observé un incremento del contenido de LC3-Il en las
células A549 infectadas con IAV luego de 2 y 5 hs (Fig. 17), lo que indica que el mecanismo
autofagico estd activo durante la infeccién viral, posiblemente como consecuencia de una
deprivacién intracelular de aminodcidos. A 1 h de infeccién con neumococo en células previamente
infectadas con IAV, se observd un incremento mayor de los niveles de LC3-Il en comparacién con la
infeccion de ambos patégenos por separado, indicando que IAV y neumococo contribuyen
cooperativamente al aumento de la cantidad de autofagosomas (Fig. 17). Sin embargo, luego de 3
h de coinfeccién, el fendmeno se revierte disminuyendo la cantidad de LC3-ll a los niveles
encontrados en células no infectadas (Fig. 17). Este resultado evidencia que el sinergismo entre
ambos patégenos altera el contenido de LC3-Il en la célula de manera dindmica. Por otra parte, la
disminucién de LC3-Il a las 3 h de coinfeccion podria ser responsable del incremento de la sobrevida
bacteriana en presencia del virus (Fig. 14). Por lo tanto, se postula que frente a la infeccidn por S.
pneumoniae la autofagia tiene un rol citoprotector, y este efecto se ve inhibido por la infeccion
previa con IAV provocando un incremento en la sobrevida bacteriana cuando virus y bacteria
infectan la misma célula. En relacidon a la inhibicidn autofagica llevada a cabo por IAV, se conoce
que la proteina viral M2 se une a Beclinal, la cual es requerida para la maduracién de los
autofagosomas, y de esta manera bloquea la fusion de membranas de los autofagosomas con los
lisosomas. Ademds, recientemente se describié que el motivo LIR presente en M2 ocasiona en el
momento de la gemacidn viral una relocalizacion de LC3 en la membrana plasmatica de las células
infectadas (Beale et al., 2014; Munz, 2014). Por lo tanto, como IAV intercepta la maquinaria
autofagica para proporcionar los recursos adecuados para la gemacion y estabilidad viral, seria
indispenable conocer en detalle qué efectos ocasiona esta manipulacion al sistema autofagico en
la coinfeccién con neumococo. Estudios cinéticos de LC3-1l y de tréfico intracelular en células
infectadas con IAV y neumococo aportaran datos relevantes que ayudaran a entender el
mecanismo sinérgico entre ambos patdgenos. Por otra parte, luego de 3 h de infeccidn, los niveles
de LC3-ll en células coinfectadas con la mutante visH no mostraron una disminucién como se
observo con la cepa salvaje (Fig. 17). El hecho de que estos niveles permanezcan elevados, sugiere
que esta proteina participa en un mecanismo de evasién a la autofagia. En ausencia de 1AV, VisH no
afecta la sobrevida intracelular de neumococo (Fig. 14), por lo que solo es responsable del
incremento de la sobrevida bacteriana en células infectadas con el virus. Estos resultados,
demuestran que VisH desempefia un rol clave en el sinergismo entre S. pneumoniae e influenza A.

El estudio de la infeccidn por S. pneumoniae a nivel celular ha permitido analizar diferentes
aspectos de la relacién huésped-patégeno desde una perspectiva bacteriana como también de la
célula infectada. En relacién a los mecanismos de patogénesis, este trabajo realiza un aporte para
comprender el rol de los diferentes TCS bacterianos en respuesta al ambiente intracelular, la
influencia de la acidificacion dentro de los compartimentos endosomales y la coinfeccion con el
virus influenza A. En relacion a este ultimo, la neumonia sigue siendo una causa importante de
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morbilidad y mortalidad en todo el mundo, y tanto la gripe estacional como la pandémica pueden
complicarse con neumonias bacterianas secundarias, causadas particularmente por neumococo.
Nuestros resultados afiaden una visidon detallada de los mecanismos celulares y moleculares que
favorecen la sobreinfeccién, reconociendo a la quinasa VisH como proteina clave en el sinergismo
entre neumococo e |AV, y abriendo el camino hacia nuevas y mas especificas posibilidades de
intervencién terapéutica.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, condiciones de crecimiento y transformacion:

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo se listan en Anexo Tabla 2. Para el
crecimiento de E. coli se utilizd medio Luria-Bertani (LB) liquido o sdélido (Sambrook, 1989)
suplementando con antibidtico, segin se requirié. Los stocks de las diferentes cepas de
Streptococcus pneumoniae se prepararon rutinariamente a partir de cultivos de células crecidas en
medio BHI a 37 2C hasta DOsoonm=0,3, a los cuales se les adiciond glicerol 15% (concentracion final,
v/v) y se los guardd a -80 2C. Para los ensayos de deteccidon de requerimientos nutricionales se
utilizé el medio quimicamente definido para neumococo (MDF), modificado de (Rijn and Kessler,
1980), cuya preparacion consta del agregado de diferentes grupos de compuestos en el orden que
se detalla en Anexo Tabla 5. La preparacion original consta del agregado de vitaminas y cofactores;
estos compuestos fueron reemplazados por la adicién de RPMI vitamin solution-SIGMA®, al 5%.

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares utilizadas fueron A549 (células epiteliales de carcinoma de pulmon,
neumocitos tipo 1), RAW264.7 (macréfagos murinos), MDCK.2 (células humanas tipo-epiteliales,
tubulo distal de rifidn). Estas han sido crecidas a 37 2C, 5% CO, en DMEM y 10% de Suero Fetal
Bovino inactivado por calor) (Gibco BRL, Gaithersburg, Md.) o bien en OPTI-MEM |, para las
condiciones de coinfeccidn. Los cultivos completamente confluentes, crecidos en botellas de 75
cm? (Greiner Bio-one no. 658175), fueron repicados cada dos o tres dias, utilizando tripsina/EDTA
y diluyendo con medio fresco, hasta el octavo pasaje.

Cepas virales, obtencion de stocks de trabajo y titulacion.

La cepa viral utilizada en este trabajo fue influenza A/PuertoRico/8/34 (HI1IN1), o PRS. Los
stocks se crecieron en huevos de pollo de 9 dias de embrionado, inyectado directamente en la
cavidad alantoica. Después de 3 dias de incubacion a 37 °C, lo huevos fueron perforados para
recolectar el liquido alantoico. Posteriormente, se realizé una centrifugacién a 5000 rpm y se
alicuotd el sobrenadante en fracciones de 500 pL, para guardar directamente a -802C. Los stocks se
semicuantificaron mediante la técnica de hemaglutinacion.

Ensayos de hemaglutinacion

Brevemente, 3 mL de sangre entera humana fue lavada 5 veces con PBS. El pellet compacto
de glébulos rojos fue resuspendido en PBS para obtener una concentracién de 0,5%. El stock viral
se diluyd seriadamente en PBS y posteriormente, 50 uL de la suspension de glébulos rojos fueron
agregados individualmente a los pocillos de una placa de 96 multipocillos, con fondo-V. Luego de
45 min de incubacién a temperatura ambiente, los pocillos se clasificaron como HA-negativos
(cuando no se observé hemaglutinacion, consistente con un pellet rojo que se deslizé al colocar la
placa verticalmente); y HA-positivos (si existio hemaglutinacién, observandose una delicada red, o
una suspension de gldbulos rojos.

Ensayos de placas de lisis
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Para conocer el numero de particulas infectivas en un stock viral se realizd una
cuantificacién por ensayo de placa, para el cual se plaquearon 1x10° células MDCK.2 por pocillo en
un placa de 6 multipocillos. El medio de cultivo utilizado fue OPTI-MEM | sin SFB. Se realizaron
diluciones seriadas del vial de virus a cuantificar, utilizando OPTI-MEM | + TPCK-tripsina (1pg/mL).
Para infectar las células se adicionaron las diluciones virales e inmediatamente se llevé a heladera
por 15 min. Luego, las células se incubaron a 37 2C por 45 min; esto fue necesario para permitir la
endocitosis sincronizada en las células a infectar. Posteriormente se retiré el medio de infeccién y
se adicionaron 2mL de OPTI-MEM | + TPCK-Tripsina (1ug/mL) + agarosa estéril (1% final) a cada
pocillo; se incubd por 3-4 dias a 37 2C. Para poder realizar el recuento de placas de lisis se eliminé
el medio de cobertura y se agregd solucién de cristal violeta al 2%. Las células infectadas con el
virus desarrollan lisis, dejando una marca en la monocapa de células, que no se colorea con el
colorante cristal violeta. El nUmero de particulas infectivas se obtuvo luego de contabilizar las placas
de lisis en cada dilucién y referirlas a la dilucidn inicial.

Tratamiento de las lineas celulares contra Micoplasma.

Las lineas celulares mencionadas anteriormente fueron descontaminadas de Micoplasma
mediante un tratamiento con el antibidtico sparfloxacina (VETRANAL™, Fluka), 10 pg/mL durante
7 dias consecutivos en medio DMEM suplementado con SFB 20% (stock de antibidtico: 20 mg/mL,
disuelto en solucion 0,1M NaOH, filtrado y almacenado a -20 9C). Luego del ultimo dia de
tratamiento, las células fueron crecidas en medio sin antibiético por dos pasajes mas y
posteriormente se congelaron primeramente a -80 2C y luego en termo de Nitrégeno,
resuspendidas en DMSO al 10% en SFB puro. Cada alicuota fue testeada por PCR antes y después
del tratamiento, asi como también después de ser descongeladas para trabajar.

Deteccion de contaminacion por Micoplasma utilizando PCR
Extraccion del DNA

El ADN de Micoplasma fue extraido por el método de fenol/cloroformo/isoamilico,
modificado de van Kuppeveld (van Kuppeveld et al., 1994). Brevemente, se tripsinizé una flask de
75 cm? con células eucariotas al 70-100% de confluencia, se centrifugd a 9000 rpm y el pellet se
lavd 3 veces con PBS. Las células se resuspendieron en 200 pL de PBS y luego fueron calentadas a
959C por 15 min. Se agregd Proteinasa K a una concentracidn final de 100 pg/mL. Se mezcld bieny
se dejé incubar por al menos 1 h a 56 2C. Posteriormente se inactivd la proteasa incubando la
muestra a 95 2C durante 10 min. Se agregd una cantidad de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1) y se mezclé gentilmente para generar una emulsion. Se separd la fase organica de la
acuosa por centrifugacién a maxima velocidad durante 15 min a temperatura ambiente. Se extrajo
una vez mas con un volumen de cloroformo y se centrifugd nuevamente para recuperar la fase
acuosa. Un volumen 1/10 de Acetato de Sodio 3M y 2 volimenes de etanol frio fueron adicionados,
para luego mezclar bien y permitir la precipitacion del DNA. La mezcla se dejé reposar por al menos
una hora. Se centrifugd a 12000 rpm por 20-30 min a 4 2C. El sobrenadante fue descartado y el
pellet se dejd secar en baiio seco. El ADN fue resuspendido en 20 uL de agua destilada estéril.

Condiciones de la reaccion de PCR
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Los primers utilizados fueron MGSO/GPO3 y Fearpn/Raearon (listados en Anexo Tabla 4). El
primer par es especifico para secuencias de ADN de Micoplasma. El segundo par es especifico para
secuencias de DNA de células eucariotas y se utilizd como control interno de calidad de extraccion
de DNA y de reaccidn. La polimerasa empleada fue Taq, temperatura de annealing 65 2Cy 30 ciclos
de amplificacion. La longitud de los fragmentos obtenidos fue: 270 pb para las muestras positivas
hacia Micoplasma, y de 410 pb para los controles internos de GAPDH. Las muestras de PCR fueron
visualizadas en geles de agarosa 2% (35 min a 70 mV), corridas en buffer TAE 1X, y tefiidas con
SYBrSAFE (Invitrogen).

Ensayos de infeccidon por neumococo
Cuantificacion de la sobrevida intracelular

El nimero de neumococo intracelular viable recuperado luego de la endocitosis o
fagocitosis fue cuantificado mediante una adaptacidn del ensayo de proteccién de antibidticos.
Brevemente, se sembraron 3.2 x 10° células A549 o bien 4.2 x 10° células RAW 264.7 por pocillo,
en una placa de 6 multipocillos (Greiner Bio-One657160), y se incubaron por 12 hs en medio DMEM
suplementado con 20% de SFB. Neumococo fue crecido en medio BHI hasta DOgoonm=0,3 y luego se
resuspendié en medio DMEM con 20% SFB. La infeccién de las monocapas celulares fue llevada a
cabo utilizando una multiplicidad de infeccién (MOI) 20. El tiempo de incubacion fue dependiente
de la linea celular infectada, siendo de 3 h para A549 y 1 h para RAW264.7. Luego de este periodo,
las células fueron lavadas con PBS y se agregd DMEM fresco, sin SFB, conteniendo 200 pg/mL de
penicilina G (Sigma, #P7794) y 900 ug/mL de sulfato de gentamicina (US Biological, #G2030).
Después de 20 min, las células fueron lavadas tres veces con PBS, lisadas por centrifugacién a 10000
rom por 5 min y el pellet (bacterias intracelulares liberadas y debris de células eucariotas) se
resuspendido en 100uL de medio BHI. Se cuantificd el nimero de bacterias intracelulares
sobrevivientes en diferentes tiempos, a través de diluciones seriadas y de plagueo de 50uL sobre
placas de BHI-agar suplementadas con 5% sangre de carnero. Estas ultimas se incubaron por 16 h
a 37 °C. La escala de tiempo utilizada en estos ensayos refiere al tiempo luego de la eliminacién de
las bacterias extracelulares por el tratamiento con antibidticos que no penetran las membranas
celulares. EI 100% de sobrevida se dispuso como la cantidad de bacteria internalizada
inmediatamente luego de los 20 min de incubacidn con antibidticos. Todas las muestras fueron
referidas a ese punto para el calculo de los respectivos porcentajes.

Ensayos de inhibicion de la acidificacion lisosomal
Cuantificacion de la sobrevida intracelular

Los ensayos de invasion en presencia de bafilomicina Al (BafAl) o Cloroquina (Chq) fueron
realizados tal como se describié previamente el ensayo de protecciéon con antibiéticos con algunas
modificaciones. Las células A549 o RAW264.7 fueron crecidas en placas de 6 multipocillos. Los
cultivos de neumococo se prepararon como se describié anteriormente, hasta llegar a DOgoonm=0,3
y se realizaron diluciones hasta obtener la cantidad de bacterias necesarias para alcanzar una MOI
20. Las células eucariotas fueron incubadas con las bacterias durante 180 min. Posteriormente las
monocapas se lavaron 3 veces con PBS y se agregd medio fresco conteniendo antibidticos
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(gentamicina y penicilina) junto con BafAl (100nM), Chq (12,5uM) o DMEM (control), segun
corresponda. Las células se mantuvieron al abrigo de luz hasta el tiempo correspondiente, cuando
fueron lavadas con PBS, tripsinizadas y lisadas para plaguear como se describié anteriormente.

Citometria de flujo

La redistribucion de la fosfatidilserina (FS) en la membrana plasmatica es un marcador de
la apoptosis temprana. La marcacidon con anexina-V precede a la pérdida de integridad en la
membrana, hecho que acompana los estadios tardios de la muerte celular como resultado de
procesos apoptdticos o necrdticos. La marcacion de Anexina-V se utiliza cominmente en conjunto
con la sonda vital 7-amino-actinomicina (7AAD), para permitir identificar las células muertas, ya sea
por un proceso necrético o apoptdtico tardio. Apoptosis y necrosis fueron evaluadas mediante la
unién de anexina-V con ficoeritrina (PE) y 7AAD (PerCP) (BD Biosciences) siguiendo el protocolo del
fabricante. Un dia antes del ensayo se sembraron 3.2 x 10° células A549 por pocillo, en placas de 6
multipocillos. Al siguiente dia, neumococo (R801) crecido en medio BHI hasta DOgoonm=0,3, fue
incubado durante 180 min en contacto con las monocapas celulares, utilizando MOI 20 en medio
DMEM + SFB20%. Posteriormente, se descarté el sobrenadante, y se eliminaron las bacterias
extracelulares mediante el uso de antibiéticos. Concomitantemente se adicionaron los inhibidores
de la acidificacion: BafA1 (100nM), Chqg (12,5uM), comparados con la condicion control (solamente
antibidticos), los que fueron incubados durante 20, 60 y180 min. Concomitantemente se realizaron
controles en células que no recibieron ningtn tratamiento (sin inhibidores/sin bacteria). En los
tiempos correspondientes, las monocapas fueron lavadas 3 veces con PBS frio y se tripsinizaron
suavemente (Tripsina/EDTA 0,5X). Se realizd una centrifugacién a 1200 rpm a 4 2C, durante 7 min.
En cada muestra, el pellet se resuspendié en 100 plL de Binding Buffer (BB) + Annexina V (2uL), y se
incubd al abrigo de la luz durante 15 min, a temperatura ambiente. Se adicionaron 400 ulL de BB
para lavar y nuevamente se centrifugd a 1200 rpm a 4 2C, por 7 min. La resuspencién se realizé en
100 pL de BB + 4 uL de 7AAD, por tubo. Las muestras se mantuvieron en la oscuridad y se incubaron
durante 15 min previos al analisis por citometria de flujo en un citdmetro de FACSCantoll (BD
Biosciences) utilizando software FACSDiva BD (BD Biosciences). Un total de 50000 células fueron
contadas para cada situacion.

Ensayos de coinfeccion
Cuantificacion de la sobrevida intracelular

El ndmero de neumococo intracelular viable dentro de células infectadas con influenza fue
cuantificado mediante una adaptacién del ensayo de proteccién de antibidticos. Se sembraron 3.2
x 10° células A549 por pocillo, en una placa de 6 multipocillos (Greiner Bio-One657160), utilizando
medio OPTI-MEM | suplementado con 5% de SFB. Al siguiente dia, las monocapas fueron lavadas
con PBSy luego infectadas con la dilucién indicada PR8 a fin de obtener una MOI 1, utilizando OPTI
MEM | + TPCK-Tripsina (1 pg/mL); la incubacion fue en heladera (4 2C) durante 15 min, y a 37 2C
por otros 45 min. Luego de este tiempo de incubacidn, se retird el sobrenadante y se agregé medio
fresco (OPTI-MEM | + TPCK-Tripsina) continuando laincubacién a 37 °C durante 1h. Posteriormente,
las células A549 fueron infectadas durante 180 min con neumococo crecido previamente en BHI
hasta alcanzar una DOgoonm=0,3; la MOI de infeccidn fue de 20. Luego de este periodo, las células
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fueron lavadas con PBS y se agregé OPTI-MEM | fresco, sin SFB, conteniendo 200 pg/mL de
penicilina G (Sigma, #P7794) y 900 pg/mL de sulfato de gentamicina (US Biological, #G2030).
Después de 20 min, las células fueron lavadas tres veces con PBS, lisadas por centrifugacion a 10000
rom por 5 min y el pellet (bacterias intracelulares liberadas y debris de células eucariotas) se
resuspendid en 100uL de medio BHI. Se cuantificé el nimero de bacterias intracelulares
sobrevivientes en diferentes tiempos, a través de diluciones seriadas y de plaqueo de 50uL sobre
placas de BHI-agar suplementadas con 5% sangre de carnero. Estas ultimas se incubaron por 16 h
a 37 °C. La escala de tiempo utilizada en estos ensayos refiere al tiempo luego de la eliminacién de
las bacterias extracelulares, mediante el tratamiento con antibidticos que no penetren las
membranas celulares. El 100% de sobrevida se dispuso como la cantidad de bacteria internalizada
inmediatamente luego de los 20 min de incubacién con antibidticos. Todas las muestras fueron
referidas a ese punto para el calculo de los respectivos porcentajes.

Analisis estadistico

Los datos presentados en las figuras estan expresados como media + desviacion estandar
(DS), representando al menos tres experimentos independientes. Donde se indica, las diferencias
significativas fueron probadas mediante los test estadisticos ANOVA de una o dos vias segln
corresponda el caso, utilizando el programa de analisis estadistico GraphPad Prism Version 5.01
(GraphPad Software). Los test a posteriori se indican particularmente en cada figura. Se consideré
diferencia significativa P<0,05.

Construccion de mutantes
Aislamiento y purificacion de pldsmidos

La extraccion de pequefias cantidades de ADN plasmidico a partir de E. coli se llevd a cabo
mediante el método de lisis alcalina (Sambrook et al, 1989). La cepa TOP10 (Invitrogen, USA)
conteniendo alguno de los plasmidos de interés se cultivd durante 16 hs con agitaciéna 37 2Cen5
mL de medio LB suplementado con el antibidtico apropiado: ampicilina (100 pg/mL), eritromicina
(400 pg/mL). Se recogieron las células por centrifugacion durante 2 min a 16000 g y el pellet
bacteriano se resuspendid en 200 pL de solucidn | (Glucosa 50 Mm; Tris-HCI 25 mM, pH 8; EDTA 10
mm, pH 8). Se agregaron luego 400 pL de solucién Il (SDS 1%; NaOH 0,2 N), se incubd en hielo 10
min, se adicionaron 350 pL de solucidn Il (Acetato 3 M; K* 5 M) y se volvié a incubar 10 min en
hielo. Se centrifugd 10 min. A 16000 g y el sobrenadante obtenido fue precipitado con 0,6
volumenes de isopropanol durante 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugd 10 min a 16000
gy se coloco el eppendorf en un bafio seco a 65 2C por al menos 15 min. El pellet se resuspendid
en 50uL de TE 1X con RNAsa 1mg/mL y se lo incubd al menos 1 h a 37 C. El rendimiento del
plasmido se estimd visualmente a partir de geles de agarosa al 1%, corridos en buffer TAE 1X y
tefidos con bromuro de etidio.

Mutagénesis por insercion-duplicacion

El listado de los plasmidos usados en este estudio se muestra en Anexo Tabla 3, y el listado
de primers en Anexo Tabla 4. Las mutantes hk01, hk03, hkO4, hk06, hkO7, hk08, hk09, hk10, hk11,
hk13 y rri4 se obtuvieron empleando mutagénesis por insercidn-duplicacidon (Morrison, 1984; Lee
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1998). Para construir la cepa R801 hk01, se amplificé un fragmento interno del gen hk01 por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los primers Fuko: Y Rhukoz, ¥ se lo cloné en
pCR2.1TOPO (Invitrogen, USA) para dar el plasmido pCRhk01. El fragmento liberado de la digestidn
de pCRhkO1 con las enzimas de restriccion BamHI y XHO se ligd al plasmido no replicativo pJDC9
(Chen et al., 1988) digerido con las mismas enzimas. El plasmido resultante pJDC9hk01 se usé para
transformar la cepa R801. Las transformantes se seleccionaron en placas de BHI agar sangre de
carnero 5%, conteniendo eritromicina 2,5 pg/mL. La presencia de la mutacién se confirmé por PCR
utilizando los primers Frxo1 Y Rery-chg-

VB

pJDCY
Cromosoma m m & m “

Esquema 13. Mecanismo de Insercion-Duplicacion empleado para la obtencion de las mutantes en los Sistemas de Dos
Componentes de neumococo.

Transformacion de S. pneumoniae

Los ensayos de transformacion se realizaron segun el protocolo de Echenique et al (2000).
Las células pre-competentes se prepararon a partir de cultivos crecidos en medio CAT pH 6,8
(Morrison et al, 1983) hasta DOsoonm=0,1, las cuales fueron centrifugadas por 2 minutos a 15000g,
resuspendidas en medio CTM pH 7,8 conteniendo glicerol al 15% y guardados a -80 2C. Las células
precompetentes se descongelaron en hielo, se centrifugaron a 5000 g por 5 minutos y se
resuspendieron en medio CTM pH 7,8 fresco. Posteriormente, se adiciond CSP (500 ng/mL), se
incubd a 37 eC durante 10 minutos y se agregé el ADN: 1 ug de ADN genédmico 6 100-150 ng de ADN
plasmidico (o de fragmentos de PCR). Las células se incubaron durante 30 minutos a 30 2C para
permitir la captacidn de ADN, y se diluyeron 1/10 con CTM pH 7,8. Se incubé durante 2 horas a 37
oC para permitir la segregacién del cromosoma y la expresion fenotipica. Las transformantes se
seleccionaron plaqueando las células en medio BHI agar-sangre de carnero al 5% suplementado con
el antibiético apropiado y cultivando durante 16-24 hs a 37 oC.

Crecimiento en Medio Quimicamente Definido (MDF)

Las curvas de crecimiento de neumococo en medio MDF se obtuvieron de la siguiente
manera. Los stocks de trabajo, previamente guardados a -80 2C fueron descongelados vy
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centrifugados a 7000 rpm; el pellet se resuspendié en medio BHI y se incubd a 37 2C. Una vez
alcanzada una DOgsoonm=0,3, las bacterias fueron centrifugadas a 7000 rpm y el pellet se resuspendid
en medio MDF hasta obtener una DOgoonm=0,1. Los cultivos fueron a crecidos a 37 2C, y la DOgoonm
se controlé cada media hora mediante un espectrofotémetro

Electroforesis e inmunodeteccion de proteinas

Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE vy transferidas a membranas de nitrocelulosa (Potran
BA 83, Whatman) (Towbin et al., 1979). Las membranas fueron bloqueadas durante una hora a
temperatura ambiente en PBS suplementado con 5% de leche descremada. Luego, las membranas
fueron incubadas durante todala noche a 42C en un agitador giratorio con los anticuerpos primarios
para detectar LC3 (anti-LC3, Cell Signalling 4108, dilucién 1:1000), y B-actin (anti-B-actina,
monoclonal de raton, dilucién 1:20000, Sigma-Aldrich). Posteriormente las membranas fueron
lavadas e incubadas durante 1 h a temperatorua ambiente con los anticuerpos secundarios:
Anticuerpo InfraRedDye-680 anti-raton hecho en cabra (1:25000, LI-COR Biosciences), y
anticuerpo IRD-800 anti-conejo hecho en cabra (1:15000, LI-COR Biosciences). Las proteinas
inmunodetectadas fueron visualizadas empleando el sistema de imagen Odyssey IR (LI-COR
Biosciences)
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ANEXOS

Tabla 2. Cepas utilizadas en este estudio.

Cepa

Denominacién

Caracteristicas relevantes

Referencia

S. pneumoniae

R801

R801

D39 NCTC7466 D39

RC870
RC880

RC830

RC820
R873
RC883

E. coli
TOP10

Cepa salvaje, acapsulada, derivada de ATCC
BAA-255, hexB
Cepa capsulada virulenta, serotipo 2

HKO1, VisH R801 hk01::pJDCY, ErR

HKO02, MicB R801 micB::pPT12, Kan®k

HKO03 R801 hk03::pJDCY, ErR

HKO04 R801 hk04::pJDCY, ErR

RRO5, CiaR R801 ciaR::pAM239, SpcR

HKO5, CiaH R801 ciaH::pAM239, Spck

HKO06 R801 hk06::pJDCY, ErR

HKO07 R801 hk07::pJDCY, ErR

HKO08 R801 hk08::pJDCY, ErR

HKO09 R801 hk09::pJDCY, ErR

HK10 R801 hk10::pJDCY, ErR

HK11 R801 hk11::pJDCY, ErR

HK12, ComE R801 comE::aphA3, Kan®k

HK13 R801 hk13::pJDCY, ErR

RR14, RitR R801 rri14::pJDCY, ErR

LytA R801 lytA::Pva891, ErR

CiaR, ComE RC870 comE::aphA34, SpcR, KanR
CiaH, ComE RC880 comE:: aphA3A, SpcR, KanR
TOP10 F mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZ

AM15 AlacX74 recAl araA139 A(ara-leu)
7697 galU galK rpsL (Strf) endA1 nupG

Lefevre, 1979

Morrison, 1983
Este estudio
Echenique, 2001; Pifias, 2008
Este estudio
Este estudio
Pifias, 2008
Pifias, 2008
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Pifias, 2008
Este estudio
Este estudio
Pifias, 2008
Pifias, 2008
Pifias, 2008

Invitrogen, USA

Er, eritromicina; Kan, kanamicina; Spc, espectinomicina; ?, resistente.

Tabla 3. Plasmidos utilizados en este estudio.

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia
pCR2.1 TOPO Vector de clonado, seleccidn lacZa, AmpR, KanR. Invitrogen, USA
pJDC9 Vector shuttle, de insercién-duplicacion, seleccién lacZa, ErR.  Morrison, 1987

Amp, Ampicilina; Er, eritromicina; Kan, kanamicina; R, resistente.

Tabla 4. Primers utilizados en este estudio.

Primer Secuencia

Fhko1 5" -TTCTTTGGCATTTCTTGTCTTACTC-3'
KRnko1 5/ -TGATGGACCCACAAGGTATAGTAAT-3’
Fhkos 5/ -TGCTCTCACCTCCTTCCTGT-3’

Rhkos 5/ ~CGCAAACAACTCCTGACTGA-3’

Fhios 5’ -ATGGCATTAACTTGGATCAGTAAAG-3’
Rhkos 5’ ~CGACTGGATAATAACATCTGACCTT-3’
Fhkoe 5" -CAATTCTAGGTGGTGTTGGTCTAGT-3"
Rhkos 5/ -TGTTACCTGTTTACCATCTGCTGTA-3’
Fhko7 5’ -GAGCTTAGTCAAAAAGATGCCAATA-3’
Riko7 5/ -AGGCAATGGACTTGGGATAG-3"

Fhios 5/ -TTTCAACCCTCTTAACCATTTTG-3"
Rhos 5’ -GGGTCTTAATATCATGCGACAAC-3'
Fhkoo 5’ ~-AAACGACCATCAGCCAGACT-3’
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Rhkog
Fhk1o
Rhk1o
Fhi11
Rhk11
Fhii3
Rhki3
Frr14
Rrr14
Rery-t:hk
Fmaso
Repos
FaappH
ReapoH

5’ -TATCCAAACGAAGCACACCA-3’

5’ -TCATCGTCAGGAAACCATTG-3’

5’ -CCACCAAGAGGGAAATCAGA-3’

5’ -GTGGCGTATTTGGGTGTTTT-3"

5’ -CGTTCATTTTCAGCAAGCAA-3'

5" -TGGAATTGGTCTCACTTTCG-3"

5’ -CCCATTGCCCAGTTAATCTT-3’

5’ -ACTTGAGAAAGAACGAAATCTAGCTCA-3’
5’ -TTCGATAAGGACTGGCTTATAGATG-3’
57— =37

5’ -CCRTGCACCAYCTGTCWHHHBGWWAACCTC-3"

5’ -GAAAGYGTGGGGAGCAAAYAGGATTAGATACCCT-3"

5’ -=CACTGCCACCCAGAAGACTGTGGAT-3’
5’ -CAGGAAATGAGCTTGACAAAGTGGTC-3"

Tabla 5. Medio quimicamente definido para neumococo (MDF). (Modificado de (van de Rijn et al., 1980)

Grupo Componente Concentracion final (ug/mL)

1 FeSO,- 7H,0 5
K2HPO4 200
KH2PO4 1000
MgS0, 700
MnSO4 5

2 DL-Arginina 100
L-Cistina 50
Glicina 100
L-Histidina 100
L-Isoleucina 100
L-Leucina 100
L-Metionina 100
L-Valina 100
L-Alanina 100
L-Glutamina 200
L-Ac. Aspartico 100
L- Ac. Glutamico 100
L-Lisina 100
L-Fenilalanina 100
L- Prolina 100
Hidroxi-L-Prolina 100
L-Serina 100
L-Treonina 200
L-Triptofano 100
L-Tirosina 100

3 RPMI Vitamin Solution* 5%

4 Glucosa 10000

5 CaCl, 10
NaCHsCOO 4500
L-Cisteina 500
NaHCO3 2500
NaH2P04- Hzo 3195
Na,HPO4 7350

6 H,0 c.s.p. 100mL

* El agregado de la solucién comercial “RPMI vitamin Solution” sustituye la adicién individual de: Acido p-Aminobenzdico,
Biotina, Acido Folico, Niacinamida, B-Nicotinamida Adenina Dinucleétido, Pantotenato de Calcio, Pyridoxal,

Dihidrocloruro de Pyridoxamina, Riboflavina, Cloruro de Tiamina, Vitamina B;, y Colina.
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