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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria ambiental de amplia distribucion.
Pero es también un patégeno oportunista que puede causar infecciones
agudas de gran severidad en heridos y quemados e infecciones cronicas en
pacientes con fibrosis quistica que conllevan a altos indices de mortalidad. En
estos pacientes, un factor determinante de la cronicidad de la infeccion es la
formacion de biofiims. En las etapas iniciales de la formacién de un biofilm,
bacterias que se encuentran nadando libremente son reclutadas sobre una
superficie, lo que implica una transicion desde un estado plancténico a un
estado multicelular, sésil y adherido. Este tipo de transicion ha sido poco
estudiada en general y menos aun cuando ocurre sobre superficies bibticas.

Anteriormente reportamos que P. aeruginosa se adhiere a células epiteliales
polarizadas principalmente en forma de agregados. Demostramos que la
formacion de estas estructuras bacterianas multicelulares ocurre de novo y en
el orden de minutos sobre la superficie epitelial por el reclutamiento de
bacterias que nadan impulsadas por el flagelo.

En este trabajo de tesis estudiamos este fendmeno en profundidad. Hemos
observado que la adhesiéon y agregacién de P. aeruginosa no ocurre en
cualquier sitio de la superficie epitelial. Nuestros resultados muestran que los
eventos de adhesion/agregacion ocurren sobre las uniones célula-célula,
particularmente en sitios multi-uniones formadas por cuatro o mas células.
Estas multi-uniones se pueden formar como consecuencia de la extrusion de
células apoptéticas. Indagamos entonces si P. aeruginosa estaria adhiriéendose
a la superficie de células apoptéticas extruidas.

A partir de distintas aproximaciones experimentales pudimos establecer que, al
interaccionar con la barrera epitelial, P. aeruginosa se adhiere y agrega sobre
células apoptoéticas extruidas, que se encuentran sobre sitios multi-uniones.
La afinidad de esta bacteria por células muertas es independiente del tipo de
muerte celular, ya que también observamos adhesién y agregacion sobre
células necraticas.

Indagamos también en los mecanismos mediante los cuales esta bacteria
localiza las células apoptoticas. Para discernir si este encuentro era estocastico
o mediado por quimiotaxis, generamos modelos que emularan uno u otro
escenario y realizamos simulaciones. A partir de la data in silico determinamos
que tanto la forma como la cinética de formacién de los agregados son
parametros sensibles a la presencia de quimiotaxis.

Mediante microscopia confocal in vivo registramos la formacion de los
agregados en 3D y en el tiempo (xyzt). A partir de estos datos estudiamos la
cinética de incorporacién al agregado en bacterias wt y en bacterias mutantes
de quimiotaxis. Determinamos que los agregados formados por bacterias wt
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crecen mas rapido que aquellos formados por las mutantes. Nuestros
resultados muestran que si bien la quimiotaxis no es imprescindible para la
formacion de agregados, tiene un rol en la cinética del proceso. Dan cuenta
ademas de un concepto novedoso: la quimiotaxis involucrada en un
comportamiento colectivo de las bacterias.

Por otro lado, a partir de tratamientos enzimaticos sobre las células apoptéticas
determinamos que las moléculas a las que P. aeruginosa se adhiere serian de
naturaleza proteica.

Nuestros hallazgos son relevantes para el estudio de las infecciones con P.
aeruginosa en contextos donde las mismas representan un problema de
gravedad, como la fibrosis quistica o las heridas y quemaduras, todos ellos
caracterizados por la presencia de gran numero de células muertas.

Pero ademas, el fendmeno descripto representa un proceso de transicidon
desde un estado planctdnico a uno multicelular en el que es posible registrar en
tiempo real la incorporacion y la localizacion individual de cada bacteria. Esto
posibilitara en el futuro estudiar cémo influye el posicionamiento de las
bacterias individuales y su interaccion con la célula blanco y con otras
bacterias en la emergencia de la estructura multicelular.
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1. Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa perteneciente a la
clase de las gammaproteobacterias. Se trata de una bacteria ambiental ubicua
que normalmente habita en el suelo y las superficies de medio ambientes
acuosos. Como otras especies del género Pseudomonas, es una bacteria
versatil con un amplio repertorio metabdlico, el cual le permite ocupar
diferentes nichos '. Tiene la capacidad de prosperar en distintas condiciones,
tales como en presencia, ausencia o deplecion parcial de oxigeno. Asi puede
crecer anaerdbicamente utilizando nitrato o nitrito como aceptor terminal de
electrones 2. Su genoma, que cuenta con aproximadamente 6000 genes, refleja
la versatilidad que tiene P. aeruginosa para ocupar distintos nichos gracias a la
gran capacidad metabdlica que presenta 3,

P. aeruginosa muestra adaptacion y alta resistencia intrinseca a los
antibioticos, la cual es atribuible a la baja permeabilidad de la membrana a los
mismos, asi como también a la presencia de bombas de eflujo que los
expulsan fuera de la célula *. Es considerada un patégeno oportunista que
puede causar infecciones agudas y/o cronicas. Es responsable del 11-14% de
las infecciones nosocomiales comunes y del 13-22% de las infecciones en
unidades de terapia intensiva °, siendo uno de los agentes infecciosos mas
virulentos. Se la encuentra asociada a un amplio rango de infecciones que
afectan la piel, oidos, ojos, tracto urinario, vias respiratorias y epitelio pulmonar.
La alta frecuencia de cepas de P. aeruginosa que causan infecciones
nosocomiales, el incremento de cepas multi resistentes a drogas y la capacidad
de resistencia frente a antimicrobianos mostrada por la bacteria en infecciones
cronicas representa una severa amenaza a la salud humana. El tipo de
infeccidon esta relacionado con el estado de salud del hospedador y el estilo de
vida adoptado por la bacteria cuando lo coloniza. Las infecciones agudas
causadas por esta bacteria representan un grave problema en pacientes
inmunocomprometidos, quemados o aquellos que requieren ventilacion
mecanica. Dentro de las infecciones nosocomiales en pacientes con ventilacion
mecanica se le atribuye a P. aeruginosa una tasa de mortalidad de
aproximadamente el 50% °.

Las infecciones pulmonares cronicas con P. aeruginosa en pacientes con
fibrosis quistica afectan severamente la calidad y la expectativa de vida y son
uno de los factores principales que contribuyen a la mortalidad ’.

La patogénesis de P. aeruginosa ha demostrado ser combinatoria y
multifactorial. Algunos factores de virulencia se han conocido por décadas, pero
otros se han identificado recientemente gracias a la secuenciacién de genomas
provenientes de cepas ambientales y aislamientos clinicos.
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1.1. Infecciones causadas por P. aeruginosa en heridas

La superficie intacta de la piel es vital para la preservaciéon de la homeostasis
de los fluidos corporales. Provee termorregulacion y actia como una primera
barrera de defensa frente a patdgenos. Las heridas generan una brecha en la
piel, a través de la cual las bacterias patdgenas ingresan al hospedador. La
superficie de la herida es un ambiente rico en proteinas conformado por tejido
muerto no vascularizado. La falta de vascularizacién en la herida dificulta la
migracion de células inmunes a dicha zona, como asi también la llegada de
agentes antimicrobianos administrados sistémicamente 8. Este ambiente
resulta un nicho susceptible de ser colonizado por bacterias. Cuando las
bacterias alcanzan la zona de la herida, se adhieren sobre la superficie de la
misma y pueden proliferar dando comienzo al desarrollo de un biofilm. Se trata
de una estructura multicelular agregada y sésil asociada a una superficie, la
cual se encuentra embebida en una matriz extracelular formada por polimeros
secretados por las propias bacterias que lo conforman. Dicha matriz protege a
las bacterias del accionar de los antibiéticos y del sistema inmune.

Durante las primeras horas y hasta algunos dias post-herida miembros
residentes de la flora bacteriana de la piel como los estafilococos gram
positivos son capaces de colonizar la superficie de la herida. Aproximadamente
una semana post-herida puede ocurrir colonizacién secundaria de la superficie
de la misma por otras bacterias, las cuales incluyen a P. aeruginosa ° Ademas
esta reportado que en términos de area las heridas colonizadas por P.
aeruginosa se muestran mas extensas que aquellas que no lo estan. La
presencia de P. aeruginosa en heridas parece retrasar o incluso evitar el
proceso de curado ' Asi la contaminacion de la herida con P. aeruginosa
puede causar una infeccion invasiva y resultar en sepsis. Recientemente
Schwarzer et al. mostraron, usando un modelo de heridas sobre monocapas de
células epiteliales, que P. aeruginosa migra hacia las células muertas
presentes en el borde de la herida .

1.2. Infecciones croénicas en pacientes con fibrosis quistica

Las infecciones cronicas causadas por P. aeruginosa ocurren con frecuencia
en pacientes con fibrosis quistica, donde la bacteria causa una falla progresiva
en la funcion pulmonar ’.

La fibrosis quistica es una enfermedad autosGmica recesiva, causada por
mutaciones en el gen que codifica para la proteina CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator).
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Se han identificado mas de 2000 mutaciones, pero sélo 127, aproximadamente,
estan confirmadas como causantes de la enfermedad '>. A pesar de la
diversidad de mutaciones conocidas, una mutacion puntual (delecién de la
fenilalanina 508) es predominante.

El defecto del canal CFTR afecta principalmente el transporte de cloruro. La
reduccidon en el transporte de cloruro estd asociada a una hiperabsorcién de
sodio y agua en la superficie epitelial, provocando la deshidratacion del mucus
pulmonar ", El canal CFTR también conduce bicarbonato, que regula el pH de
la pelicula de liquido de las vias aéreas. El cambio en el pH afecta la
eliminacion de las bacterias que entran por esta via, a través de la reduccion de
la funcién antimicrobiana de los péptidos secretados por el sistema inmune
innato '*. A su vez el desbalance osmoético generado por la reduccién en la
concentracién de aniones provoca también acumulacion y un incremento de la
viscosidad del mucus pulmonar. La acumulaciéon de secrecion espesa en el
pulmén trae aparejado un impedimento en la limpieza mucociliar, la cual se
encarga de barrer particulas y microorganismos inhalados. ElI microambiente
del pulmén fibroquistico ofrece un nicho ideal para la colonizacion por una
amplia diversidad de especies bacterianas, pero P. aeruginosa establece una
infeccidon crénica y es la mas prevalente '° El dafio pulmonar causado por la
presencia constante de la infeccion y por la respuesta inmune inflamatoria, que
es inefectiva para eliminar al patégeno, es la principal causa de muerte en
pacientes con esta enfermedad.

1.3. Aislamientos clinicos: Fenotipo mucoide y no mucoide en P.
aeruginosa

Como hemos mencionado, P. aeruginosa es capaz de establecer infecciones
cronicas en pacientes con fibrosis quistica. Un factor determinante en el
establecimiento de la cronicidad es la formacién de biofiilms. Como ya
mencionamos, se considera un biofilm a una estructura multicelular agregada y
sésil asociada a una superficie, la cual se encuentra embebida en una matriz
extracelular formada por polimeros secretados por las bacterias.

En el ambiente del pulmon fibroquistico, sélo una porcién de la variedad de
cepas de P. aeruginosa que infecta es capaz de prosperar. Una variante
fenotipica que se selecciona con alta frecuencia son las mutantes con fenotipo
mucoide.

Dentro de las caracteristicas fenotipicas mas comunes reportadas en
aislamientos clinicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes fibroquisticos
cronicos se encuentran: crecimiento lento, auxotrofia, sobreproduccion de
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alginato (fenotipo mucoide), resistencia a antibiéticos y pérdida de factores de
virulencia y motilidad "°.

La conversion hacia un fenotipo mucoide parece estar fomentada por el
microambiente Unico del pulmoén fibroquistico. Este fenotipo no se observa
fuera del hospedador, aunque es posible observar la conversién de una cepa
de fenotipo no mucoide a uno mucoide bajo ciertas condiciones de cultivo,
como aquellas que emulan el microambiente pulmonar de la fibrosis quistica 7,

Una caracteristica de las cepas mucoides es su capacidad para sintetizar una
gran cantidad del exopolisacarido alginato. El alginato protegeria a las
microcolonias de la deshidratacion, como también incrementaria la resistencia
a la opsonizacion, la fagocitosis y al tratamiento con antibidticos . La
conversion a un fenotipo mucoide esta asociada en los pacientes con fibrosis
quistica a un aumento de la mortalidad™®.

Poblaciones mixtas de cepas mucoides y no mucoides pueden coexistir en los
pulmones de los pacientes fibroquisticos. El valor adaptativo de las poblaciones
mixtas de P. aeruginosa recae en la diversidad fenotipica y funcional de P.
aeruginosa, la cual contribuye a la adaptacion bajo condiciones de estrés,
permitiendo la colonizacion a largo plazo del pulmén fibroquistico.

1.4. Interacciones patégeno-hospedador en el contexto de los epitelios

En el encuentro entre los epitelios y los patdgenos se ponen en juego tanto las
estrategias desarrolladas por los primeros para imponer una barrera a la
entrada y/o eliminar al patdégeno, como las estrategias de los patdégenos
tendientes a sortear dicha barrera y asi acceder a tejidos mas profundos. Las
estrategias de ambos lados son multiples y para comprender los pasos iniciales
de los procesos infectivos es necesario entender la particularidad de la
interaccion del patogeno estudiado con la superficie epitelial.

Una gran cantidad de modelos de células epiteliales en cultivo pertenecientes a
distintos linajes (por ejemplo: intestinal, urinario y pulmonar) han sido
caracterizados y utilizados para estudiar la interaccion de bacterias patégenas
con la barrera epitelial. Estos estudios han provisto informacion acerca de los
mecanismos de infeccidn de varios agentes microbianos, como asi también
sobre muchas de las particularidades de las interacciones patogeno-
hospedador. Nuestro grupo estudia la interaccidon de P. aeruginosa con la
barrera epitelial y para ello utiliza un modelo de infeccion de células epiteliales
polarizadas en cultivo.

En resumen, los epitelios proveen la primera linea de defensa del organismo.
Para comprender como los epitelios cumplen dicha funcién es crucial conocer
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su organizacion estructural, la cual permite que respondan de manera
integrada ante una perturbacion.

1.5. Arquitectura e integridad epitelial

Los cuerpos de los metazoos presentan numerosas cavidades vy
compartimientos, los cuales estan revestidos por laminas de células epiteliales.
Como parte del sistema inmune innato, las células epiteliales representan la
primera linea de defensa contra los patdgenos. Las células epiteliales
constituyen una barrera dificil de penetrar gracias a que forman laminas de
células estrechamente unidas. Las uniones entre células mantienen la
integridad de los epitelios, como asi también su polaridad constituida por un
dominio apical y otro basolateral de composicion distinta.

En conjunto las uniones adherentes y estrechas conforman el complejo apical
de union, el cual no s6lo mantiene la polaridad sino que rodea a las células y
las conecta unas con otras. Asi las uniones adherentes, compuestas por
cadherinas clasicas (por ejemplo E-cadherina), interaccionan en la cara interna
de la célula indirectamente (por ejemplo a través de las cateninas) con el
citoesqueleto de actina. Por su parte las uniones estrechas formadas por
claudinas y ocludinas regulan la permeabilidad paracelular, aspecto clave para
prevenir el pasaje de macromoléculas y patdgenos.

De esta manera se genera una red que asocia a las células epiteliales entre si,
permitiéndoles responder de manera integrada a través de la accidon
coordinada de sus citoesqueletos. Las redes de uniones entre células
epiteliales asumen distintos patrones. En patrones mas estables propios de
tejidos maduros se forma una estructura tipo “panal de abeja” (Fig. 1). Pero los
epitelios son estructuras dinamicas. Cuando se produce una perturbacion en un
epitelio las células responden en forma coordinada y se reorganizan
formandose nuevas uniones célula-célula.
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Figura 1. Las células en un epitelio se encuentran conectadas a través de
uniones intercelulares que contactan sus citoesqueletos. A) Vista apical
esquematizada de un epitelio. El triangulo azul sefala una unién célula-célula. B)
Patrén epitelial visto desde la cara apical de células MDCK que expresan E-cadherina
RFP (rojo).

1.6. Mantenimiento de la integridad epitelial. Extrusién celular

El mantenimiento de la integridad tisular previene la inflamacion, facilita la
correcta sefializacion celular e impide la invasién de patdégenos. Los tejidos
epiteliales mantienen su homeostasis a través de mecanismos que controlan el
numero de células y la integridad del epitelio 20

En un epitelio las células estan renovandose continuamente, mediante division
celular y muerte. En este sentido, las tasas de renovacion celular de los
epitelios se encuentran dentro de las mas altas de los organismos 21 donde el
numero de células que se dividen esta balanceado con el numero de células
que mueren.

Durante la renovacion tisular las células que mueren se van desprendiendo y
es fundamental, durante este proceso, mantener la funcién de barrera del
epitelio. Esto es posible gracias a un proceso denominado extrusion celular que
remueve a las células senescentes y al mismo tiempo repara las brechas que
la remocién de las mismas genera. Cuando una célula epitelial muere por
apoptosis, es removida del epitelio en forma controlada por la accion conjunta
de las células que la rodean. Asi, una célula destinada a morir sefializa a las
células vecinas y éstas forman un anillo de actina-miosina alrededor de la
célula senescente. Este anillo provee la fuerza de contraccion necesaria para
extruir a la célula en cuestion # 2. Cabe destacar que este mecanismo opera
bajo circunstancias fisioldgicas y que la remocion de la célula apoptética ocurre
apicalmente hacia el lumen de la cavidad.
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Cuando la célula apoptotica es removida, las células vecinas que la rodeaban
se reacomodan espacialmente formando una nueva unién multicelular. Dichas
multiuniones estan tipicamente conformadas por un numero de cuatro, cinco o
mas células. Estas estructuras multicelulares en las cuales cuatro, cinco o mas
células contactan en un punto central se las conocen como rosetas (Fig. 2).

Figura 2. Roseta en células epiteliales
de Drosophila. Células epiteliales de un
embridbn de Drosophila expresando un
marcador de membrana (rojo). La roseta
esta conformada por 8 células (cada célula
se indica con un numero). El punto central
en el cual contactan las células que
conforman la roseta se indica con un
triangulo. Figura adaptada de Harding et al
(2014)*.

El proceso de extrusibn comienza cuando la célula senescente produce y
secreta el fosfolipido esfingosina-1-fosfato (S1P), el cual se une a un receptor
acoplado a proteina G, receptor SP1 2 (SP1,), en las células vecinas. SP1,
activa a la pequefia GTPasa Rho a través de p115 RhoGEF y provoca el
reclutamiento de actina y miosina que conforman un anillo que estrangula a la
célula apoptética. El anillo se contrae circunferencialmente hacia la cara basal
comprimiendo a la célula y expulsandola hacia la superficie apical. Esto a su
vez acerca, por debajo de la célula apoptoética, a las células vecinas que forman
entre si nuevas uniones intercelulares, lo que previene que se genere una
brecha en el epitelio (Fig.3). La localizacién basal de la contraccién, que dirige
la extrusion hacia la superficie apical, estaria facilitada por la reorientacion de
los microtubulos, principalmente en la célula apoptética pero también en las
células vecinas. La hipdtesis es que la posicidbn de los microtubulos seria
importante para localizar S1P en la superficie basal de la célula en extrusion, y
de esa manera, restringir la activacion de SP1, y consecuentemente la
contraccion a esa zona 2'.
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Figura 3. Proceso de
extrusion apical de
células apoptoticas.
Durante el proceso de
extrusion la célula
destinada a morir
produce y exporta el

lipido esfingosina-1-
l fosfato (S1P). S1P se
SpH

une al receptor SP1 2
(SP1,), en las células
vecinas. La esfingosina-
1-fosfato es generada a
partir de esfingosina-1
por medio de la accion
de la esfingosina
quinasa-1 (SpHK1).
SP1, activa Rho
formandose un anillo de
actina-miosina que
estrangula a la célula
apoptoética y la extruye.
Figura adaptada de

Gudipaty&Rosenblatt
(2017) 2,

S1P unido
al receptor S1P;

1.7. Patogénesis en el contexto de la extrusion celular

Algunas bacterias patdégenas han desarrollado estrategias para coaptar o
interferir en el proceso de extrusion y asi atravesar la barrera epitelial. El
estudio de esta interferencia puede ayudar a comprender como es regulado
normalmente este proceso, como asi también encontrar mejores maneras de
combatir esas infecciones.

Listeria monocytogenes es una bacteria oportunista capaz de colonizar el
epitelio intestinal. Su ingreso al organismo ocurre por medio de la ingesta de
alimentos contaminados. Las infecciones por L. monocytogenes estan
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asociadas a mortalidad infantil, aborto espontaneo y meningitis en individuos
inmunocomprometidos.

El epitelio intestinal se caracteriza por una alta tasa de recambio de células.
Un gran numero de células se extruyen de la punta de las vellosidades, que es
el sitio de invasién primaria de L. monocytogenes *'.

L. monocytogenes aprovecha los sitios de extrusion para invadir el epitelio
intestinal. Cuando una célula senescente es extruida del epitelio se forma
momentaneamente una brecha. Como mencionamos, las células vecinas que
rodean a la célula muerta se reacomodan sellando esta brecha y formando una
nueva multiunién celular. Pero, hay un intervalo de tiempo, antes de que el
proceso se complete, donde queda expuesta parte de la superficie basolateral
de las células vecinas. Es ahi, donde L. monocytogenes se contacta con su
receptor. Dos proteinas bacterianas de superficie, internalina A y B, interactuan
con proteinas presentes en la cara basolateral de las células del hospedador,
E-cadherina y C-met (receptor tirosina quinasa), respectivamente. En
consecuencia se activa la endocitosis mediada por clatrina, internalizando L.
monocytogenes unida a E-cadherina de la célula hospedadora . Este
mecanismo de infeccidn se descubrid a partir de la observacion inicial de que la
bacteria se localizaba en sitios de multiuniones celulares.

La alta tasa de recambio y extrusion celular en el epitelio intestinal ayuda a la
rapida eliminacion de células infectadas, previniendo la invasién de patégenos.
Sin embargo, algunas bacterias como Shigella y E. coli enterohemorragica han
desarrollado mecanismos para inhibir la extrusion evitando que las células
epiteliales se despeguen de la membrana basal y asi establecer la infeccion.
En humanos S. flexneri causa disenteria bacilar invadiendo las células
epiteliales del colon. S. flexneri inyecta la proteina OspE a las células
hospedadoras a través de su sistema de secrecion tipo lll, lo cual provoca un
aumento en la adhesion de las células a la matriz e inhibe la extrusion celular.
OspE se une a ILK (integrina asociada a quinasa) del hospedador, la cual
vincula los receptores de adhesion celular, integrinas y factores de crecimiento
con el citoesqueleto de actina, lo cual promueve y estabiliza las adhesiones
focales. De modo similar, la proteina homologa de OspE en E. coli
enterohemorragica, EspO1-2 ademas de unirse a ILK, inhibe al factor
intercambiador de nucledtidos de guanina EspM2, el cual activa a RhoA
bloqueando la extrusién en las células infectadas %'.

En 2016 Golovkine et al. mostraron que P. aeruginosa usa la via paracelular
para transmigrar e invadir un epitelio. Usando como modelo monocapas de
células epiteliales, estos autores propusieron que P. aeruginosa aprovecharia
la presencia de las brechas momentaneas generadas durante el proceso de
extrusion para transmigrar por la via paracelular y atravesar las monocapas %°.

18



1.8. Cambios morfolégicos y bioquimicos de las células durante el
proceso de apoptosis

En esta seccion se describen algunos cambios morfologicos y bioquimicos que
tienen lugar durante el proceso apoptético, diferenciando entre eventos
tempranos y tardios. Lejos de ser exhaustivo, este resumen se concentra en
aquellos aspectos relevantes para este trabajo de tesis.

Los lipidos anidénicos o con grupos amino como la fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina,  fosfoinositidos y  acidos  fosfatidicos  estan
predominantemente o exclusivamente localizados en la cara interna de la
membrana plasmatica. La cara externa de la membrana plasmatica esta
enriquecida en fosfolipidos que contienen colina, como la fosfatidilcolina,
esfingomielina y glicoesfingolipidos. En etapas tempranas del proceso de
apoptosis, enzimas conocidas como flipasas y flopasas comienzan a translocar
lipidos especificos entre ambas caras de la membrana plasmatica. Asi ocurre
la traslocaciéon y exposicidon de fosfatidilserina en la cara externa de la
membrana plasmatica uno de los eventos bioquimicos caracteristicos del
proceso de apoptosis.

En el laboratorio para detectar células apoptéticas se usa anexina V conjugada
a un fluoréforo ?’. La proteina anexina V (denominada también anexina A5) se
une especificamente a fosfatidilserina. Las anexinas son una familia de
proteinas relacionadas estructuralmente que se encuentran en el interior
celular, excepto las anexinas A1, A2 y A5 que también se han encontrado en
sangre. Se trata de una familia de proteinas capaces de unir fosfolipidos en
presencia de calcio. Fisioldbgicamente la anexina V actua como un factor
anticoagulante a través de la competencia con los factores de coagulacion Xa 'y
Va por lo sitios de union a fosfatidilserina expuesta en la superficie de células
endoteliales y plaquetas activadas %°.

Otro evento relevante que ocurre durante la apoptosis temprana es la
activacion de una familia de proteasas, conocidas como caspasas. Las
caspasas son una familia de proteasas que reconocen al menos 5 residuos
aminoacidicos en sus proteinas blanco y escinden las uniones peptidicas
estrictamente después de aspartato. Su nombre proviene de proteasa de
cisteinas que escinden después de aspartato y son sintetizadas como
precursoras o zimégenos. Varias caracteristicas del proceso de apoptosis,
como la condensacion de la cromatina y la exposicion de fosfatidilserina estan
mediadas por proteinas blanco de la caspasa 3. Estas caracteristicas
desaparecen cuando se induce apoptosis en presencia de un inhibidor de
caspasas >°.

Durante la apoptosis temprana la disminucion del volumen celular y la picnosis
son visibles mediante microscopia optica. La picnosis ocurre como resultado de
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la condensacion de la cromatina y se trata de una de las caracteristicas mas
salientes del proceso de apoptosis.

Como resultado de la disminucion del volumen celular, se forman brotes a partir
de la membrana (blebbing), y finalmente estos fragmentos se separan en
cuerpos apoptoticos. En su interior los cuerpos apoptéticos pueden contener o
no fragmentos de cromatina.

Durante el proceso de “blebbing” hay pérdida de gran cantidad de membrana
plasmatica, la cual no es totalmente compensada por la reduccion del volumen
celular, y es entonces sustituida por membranas internas. Asi, membrana
proveniente del reticulo endoplasmatico es usada como fuente de reemplazo,
guedando expuestos en la superficie de la célula apoptotica tardia proteinas,
lipidos y glicoproteinas inmaduras caracteristicas de dicha organela *° ' *2.

En las células apoptéticas tardias también ocurre un cambio en el patron de
exposicion de carbohidratos. A diferencia de las células vivas y apoptéticas
tempranas, las células apoptéticas tardias y necréticas exponen en sus
superficies azlicares como la manosa, fucosa y N-acetilglucosamina > >,

En el proceso de apoptosis, durante el blebbing de membrana, ocurren la
condensacion y fragmentacion del nucleo y el desplazamiento de los
fragmentos nucleares hacia la superficie celular ¥ Radic et al. identificaron las
etapas sucesivas del proceso de fragmentacién nuclear: migracion de los
fragmentos nucleares hacia la superficie celular, protrusién a través de la
membrana plasmatica y por ultimo su separacion de la célula apoptotica en
forma de cuerpos apoptoticos *°. En 2002 Cocca et al. trataron células
apoptéticas con un inhibidor del blebbing y posterior tincién de las mismas con
un anticuerpo que reconoce cromatina observando una disminucién en la
presencia de ADN asociado a la superficie de esas células apoptéticas 3

1.9. Diferencias morfoldgicas entre apoptosis y necrosis

Inicialmente la apoptosis fue descrita como un proceso de muerte celular
regulada. Por el contrario el proceso de necrosis fue considerado como no
programado.

Desde estas primeras descripciones nuevos conceptos de muerte celular han
surgido. Cuando la muerte celular esta involucrada en mantener la homeostasis
del tejido se la considera “programada”.

Dentro de las nuevas formas de muerte celular regulada se han descrito formas
de necrosis programada como la necroptosis y la piroptosis. La muerte por
necroptosis esta favorecida por sobre la apoptosis cuando proteinas inhibidoras
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de la apoptosis y la caspasa 8 estan ausentes o inhibidas por farmacos o
proteinas virales. En el caso de la muerte celular por piroptosis se distingue de
la apoptosis por mostrar activacion de caspasa 1. La caspasa 1 estaria
involucrada en la formacion de poros en la membrana plasmatica provocando
la disipacién de los gradientes i6nicos de la célula lo que genera aumento de la
presidon osmotica celular que en ultima instancia lleva a la liberacion de los
componentes citosélicos al medio extracelular causando inflamacién.

En lineas generales el dafo necrotico a un epitelio estd mediado por dos
mecanismos: intervencion del suministro de energia de la célula o por dano
directo en las membranas celulares. Los distintos tipos de necrosis comparten
muchas caracteristicas morfolégicas, dentro de las que se encuentran:
aumento del volumen celular (oncosis) y nuclear, expansion del reticulo
endoplasmatico, membranas de las organelas alteradas, mitocondrias y
lisosomas agrandados y alteracion de la membrana celular. La pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica provoca la liberaciéon del contenido
citoplasmatico en el medio circundante y el consecuente reclutamiento de
células inflamatorias. Por el contrario la apoptosis esta caracterizada por
disminucion del volumen celular y nuclear. La condensacioén del nucleo y el
citoplasma son caracteristicos de la apoptosis. La integridad de la membrana
plasmatica y la morfologia de las organelas (por ejemplo las mitocondrias) es
mantenida hasta las ultimas instancias del proceso, evitando asi la liberacion
de los componentes citosdlicos %°.

1.10. Motilidad y adhesion (pilus tipo IV y Flagelo)

Muchas bacterias patdbgenas combinan una variedad de capacidades que les
permiten colonizar y establecer una infeccion en un hospedador. De hecho
muchas bacterias son capaces de dirigir su propio movimiento lo que les
facilitaria alcanzar los tejidos blanco del hospedador.

La motilidad bacteriana se presenta en una variedad de formas, las cuales son
generadas por distintos apéndices presentes en la superficie de las bacterias.

En P. aeruginosa uno de los apéndices encargados de proveer motilidad es el
pilus tipo IV (T4P). Se trata de fibras expuestas en la superficie de la bacteria
formadas principalmente por polimeros de la proteina pilina. En el caso de P.
aeruginosa la pilina que mayoritariamente compone el T4P se conoce como
PilA %"

El T4P media diversas funciones en las bacterias, como la locomocion y la
adhesion a células hospedadoras. En P. aeruginosa el T4P es considerada la
adhesina mas importante. Esta formada por miles de monémeros de la proteina
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pilina y se encuentra localizada en el polo de la célula. El pili es una estructura
dinamica que tiene aproximadamente 6-9 nm de diametro y puede alcanzar
varios micrémetros de largo *’.

En 2001, Skerker & Berg estudiaron in vivo mediante microscopia total de
reflexion interna el movimiento de una mutante aflagelada de P. aeruginosa .
Por medio de este método pudieron observar las fibras flexibles del T4P
extendiéndose desde las células y explorando la superficie adyacente antes de
que ocurra adhesion a la misma. El T4P adherido se encuentra tenso y por
medio de retraccidn es capaz de arrastrar a la bacteria a lo largo de una
superficie solida. Este tipo de movimiento dependiente de ATP (dirigido por la
ATPasa PilT o PilU 37) generado por la extension y retraccion del T4P se
conoce como twitching.

Ademas de proveer movimiento mediante twitching el T4P esta también
involucrado en otros fenbmenos, como la adhesion a células hospedadoras u
otras superficies, asistencia en la formacion de biofilms, agregados bacterianos
y en la formacién de microcolonias *°.

El T4P fue uno de los primeros factores al que se le encontrd un rol importante
en la formacién de biofilms, participando tanto en la adhesion a la superficie
como en la formacion de microcolonias. Con el fin de estudiar estos fenbmenos
se desarrollaron distintas cepas mutantes para alguna de las proteinas que
componen el T4P. Asi en P. aeruginosa las mutantes no piliadas (ApilA) no
presentan T4P en su superficie, mientras que las mutantes hiperpiliadas (ApilT,
ApilU) presentan un T4P en su superficie que no es capaz de retraerse.
Usando estas mutantes Comolli et al observaron una reduccion, respecto a la
wt, en la asociacién a células epiteliales (MDCK, A549 y Hela) *°. En 2012
Bucior et al demostraron que P. aeruginosa a través del T4P se adhiere a los
N-glicanos presentes en la superficie apical de células epiteliales Calu-3
polarizadas *'.

Chiang & Burrows mostraron que la capacidad adhesiva del T4P era importante
para el establecimiento de un biofilm y que el movimiento de twitching juega un
rol en el desarrollo de la arquitectura del mismo *?. Conrad et al observaron que
células no piliadas formaban biofilms aberrantes, indicando que un T4P
completamente funcional es importante para estructurar un biofilm *°.

Otro de los apéndices mas difundidos, encargado de proveer motilidad a las
bacterias es el flagelo. Se trata de un propulsor helicoidal que rota por medio
de un motor flagelar y que confiere motilidad en medio liquido (swimming). P.
aeruginosa posee un unico flagelo polar (flagelo monétrico), mientras que E.
coli posee varios flagelos que parten desde el polo y desde el cuerpo de la
bacteria (flagelos peritricos).
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La motilidad flagelar es necesaria para la patogénesis de muchas bacterias,
como es el caso de P. aeruginosa. Pero el flagelo no sélo le confiere motilidad
a esta bacteria, sino que ademas tiene un rol importante en la adhesion ** *°.
Muchos estudios han mostrado que el flagelo cumple un rol en la adhesiéon
sobre tejidos, pero las moléculas a las cuales el flagelo se une no han sido muy
exploradas. En 2012 Bucior et al demostraron que P. aeruginosa se adhiere a
través del flagelo a las cadenas de heparan sulfato de los proteoglicanos de
heparan sulfato presentes en la superficie basolateral de células epiteliales
pulmonares polarizadas (Calu-3) . En P. aeruginosa ha sido demostrado que
la proteina FliD que forma parte del capuchdén del filamento del flagelo, se
encuentra involucrada en la adhesion a las mucinas expuestas por células
epiteliales 4647 |Las mucinas son proteinas altamente glicosiladas que forman
parte del mucus que recubre a los epitelios. En otros estudios se demostré que
la flagelina funcionaba como una adhesina uniéndose a la mucina Muc1 de
células epiteliales. Los autores ensayaron la adhesion de P. aeruginosa y
cepas mutantes de flagelo sobre células CHO o sobre células CHO que
expresan Muc1 (CHO-Muc1). La adhesién de la cepa wt sobre células CHO-
Muc1 fue mayor comparada con la adhesion de la mutante para flagelina *2.

Algunos investigadores han sugerido un rol del glicolipido asilado (asialoGM1)
en la adhesion de P. aeruginosa a células epiteliales. Feldman et al mostraron
in vitro que la flagelina une asialoGM1 *°. Comolli et al determinaron la
adhesiéon de P. aeruginosa a monocapas de células MDCK que fueron tratadas
o no con asialoGM1. Observaron que la adhesion de P. aeruginosa a
monocapas previamente tratadas con asialoGM1 fue mayor que sobre
monocapas no tratadas. Cuando realizaron el mismo experimento con una
cepa de P. aeruginosa no piliada (ApilA) observaron una disminucion en la
adhesion comparada con la cepa wt 0,

Estos estudios fueron realizados con cepas de laboratorio (PAO1 y PAK). Sin
embargo, Schroeder et al., no observaron adhesion a asialoGM1 al infectar con
aislamientos clinicos de P. aeruginosa > Asi, hasta el presente no hay
estudios que den cuenta de un receptor esencial involucrado en la adhesién de
P. aeruginosa a células hospedadoras.

En el cuerpo basal del flagelo se encuentra el motor flagelar, el cual se encarga
de generar la fuerza necesaria para el movimiento de rotacion. Alrededor del
rotor se encuentran distribuidos aproximadamente una docena de estatores, los
cuales estan formados por canales ionicos. El flujo de protones se convierte en
el trabajo mecanico necesario para el movimiento de rotacién del flagelo °2
Propulsadas por el flagelo las bacterias son capaces de dirigir su propio
movimiento hacia sustancias favorables (atractantes) o alejarse de sustancias
desfavorables (repelentes). Las bacterias controlan la direccion de nado
mediante cambios en el sentido de rotacion del flagelo. EI motor flagelar puede
operar en dos sentidos, antihorario y horario (visto desde el filamento hacia el
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cuerpo basal). Las proteinas FliG, FliM y FIiN se encuentran localizadas en el
motor flagelar y estan involucradas en el cambio de sentido de rotacién.
Cuando la bacteria sensa una disminucion en la concentracién de sustancias
atractantes, la proteina quimiotactica fosforilada, CheY-P, se une a FliM y FIiN
induciendo un cambio conformacional en FIliG, el cual provoca que el motor
flagelar cambie el sentido de giro del flagelo de antihorario a horario. Asi las
bacterias son capaces de direccionar sus movimientos debido a cambios en la
concentracion de ciertas sustancias atractantes, permitiéndoles de este modo
recorrer un camino sesgado a lo largo de un gradiente de concentracién desde
una region de baja concentracion hacia una de alta concentracién.

1.11. Quimiotaxis en bacterias. Control de la rotacién flagelar

Como mencionamos, las bacterias pueden moverse hacia sustancias
favorables (atractantes) o alejarse de sustancias toxicas (repelentes). Este
comportamiento denominado quimiotaxis le permite a las bacterias sobrevivir
en ambientes cambiantes. La presencia de atractantes o repelentes es
sensada por quimiorreceptores localizados en la membrana plasmatica y esta
sefial es transducida a través de un sistema de fosforilacion de dos
componentes (proteinas CheA/CheY) que incide sobre la direccién de rotacion
del flagelo (CheY/motor flagelar).

Cuando ocurre una disminucién en la concentracion de un aminoacido u otro
atractante, los quimiorreceptores (MCP o proteinas aceptoras de metilos),
dimerizan sufriendo un cambio conformacional que inicia la transduccién de la
sefal hacia el interior de la bacteria a través de la proteina sensora histidina
quinasa CheA, la cual se autofosforila (CheA-P). CheA-P actua como un donor
de fosfato, fosforilando a la proteina reguladora de respuesta CheY (CheY-P).
CheY-P difunde dentro de la célula e interacciona con la proteina rotacional
FliM presente en el motor flagelar.

Cuando el flagelo rota en sentido antihorario la bacteria avanza en linea recta
(run). En las bacterias peritricas como E. coli los flagelos se enrollan unos
sobre otros formando un atado que propulsa a la bacteria en una direccion
dada (run). Cuando CheY-P interacciona con FIiM, cambia el sentido de
rotacion de los flagelos de antihorario a horario, desarmandose el atado de
flagelos. En esta situacion cada flagelo genera propulsion en una direccion
distinta y la bacteria cambia al azar el sentido de orientacion (tumble).

Un aumento en la concentracion del atractante provoca disminucion en la
autofosforilacion de CheA y la frecuencia de las rotaciones del flagelo en
sentido horario disminuye. Una disminucién en la concentracion de atractante
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activa la autofosforilacion de CheA y aumenta la frecuencia de las rotaciones
del flagelo en sentido horario.

La accién de la cascada de sefalizacion es terminada mediante defosforilacion
de CheY por la fosfatasa CheZ, aunque existe defosforilacion intrinseca de
CheY. En ausencia de atractantes los quimiorreceptores se activan generando
un cambio en el sentido de rotacion del flagelo, lo cual genera un cambio al
azar en el sentido de orientacion de la bacteria (fumble). Como consecuencia
de sucesivos runs y tumbles la bacteria se traslada siguiendo un camino
aleatorio (Fig. 4, izquierda).

Sin gradiente

‘—-’~‘:
. L 4
’ 5
LI e

Figura 4. Quimiotaxis en E. coli. En ausencia de un gradiente de una sustancia
quimioatractante, el movimiento de E. coli consiste de periodos de run
(aproximadamente 1 segundo) interrumpidos por periodos cortos de tumble
(aproximadamente 0,1 segundos). En presencia de un gradiente de una sustancia
quimioatractante la bacteria sigue un camino sesgado hacia la zona de mayor
concentracion del gradiente (biased random walk) incrementando la duraciéon de los
periodos de run. Figura adaptada de Shuangyu Bi et al (2018)%°.

En presencia de un atractante el sistema se inactiva, disminuye la frecuencia
en los cambios de orientacion (tumble) y la bacteria sigue un camino aleatorio
sesgado hacia la zona de mayor concentracion del gradiente del
quimioatractante. Asi los quimiorreceptores se van desensibilizando por
sucesivas metilaciones en su porcidn citoplasmatica. Un modulo de
retroalimentacion integral (mediado por CheR/CheB) modula su estado de
metilacién (en funcién de la activacion de CheA) sensibilizando y reiniciando el
sistema.
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La respuesta quimiotactica de P. aeruginosa es bastante mas compleja que la
del sistema de senalizacion candnico de E. coli. P. aeruginosa posee cuatro
sistemas de senalizacion de quimiotaxis: tres de ellos estan mediados por el
flagelo (Cluster Che |, Cluster Che V y Cluster Che Il) y uno esta mediado por
el pilus tipo IV (Cluster IV). Cluster che | y Cluster che Il estan formados por
cascadas de sefializacion homodlogas. El cluster che | es esencial para que
ocurra quimiotaxis, mientras que el cluster che Il es requerido para un ajuste
fino del sistema. La proteina CheR esta codificada en el cluster che V y
también es esencial para que ocurra quimiotaxis >,

Ademas, P. aeruginosa codifica para 26 quimiorreceptores distintos, mientras
que E. coli codifica s6lo para 5. Se han observado respuestas positivas para
fosfato inorganico, malato, succinato, aminoacidos, etileno, etc. *® El Unico
flagelo polar de P. aeruginosa se mueve del siguiente modo: avanza cuando el
flagelo gira en sentido antihorario (run) y cuando cambia el sentido de giro hace
una breve reversion (reverse) y cambia de orientacion al azar % Enla figura 5
se muestra la via de quimiotaxis dependiente de flagelo en P. aeruginosa.

PERIPLASMA F|g~ur? 5 Via de
| senalizacion de

MEMBRANA CITOPLASMATICA L :
quimiotaxis

dependiente de flagelo

MR en P. aeruginosa. Una

disminucion en la

CheW concentracion de
____________________ Cheh § atractante  activa la
autofosforilacion de

heA men |

CITOPLASMA Che y aumenta  la
frecuencia de las

rotaciones del flagelo en
sentido horario. Cuando
el flagelo rota en sentido
horario la bacteria puede
reorientarse  al azar
(reverse). Figura
adaptada de Sampedro
etal. (2015).%

26




1.12. Quimiotaxis y patogénesis bacteriana

Distintos autores han sugerido que la quimiotaxis cumple un papel importante
en la virulencia ya que seria un mecanismo con el que las bacterias localizan
los tejidos blanco del hospedador.

Los primeros experimentos que destacaban la importancia de la quimiotaxis en
la patogénesis bacteriana provenian del estudio de cepas mutantes para las
proteinas de la via de sefalizacion de quimiotaxis. Estas investigaciones se
han ido complementando con la identificacidon de quimioatractantes sensados
por las bacterias patégenas.

Helicobacter pylori habita el estbmago del 50% de la poblacion humana y
puede provocar Ulceras hepaticas y cancer de estbmago. Recientemente
Amieva et al demostraron que H. pylori es atraida en segundos por metabolitos
provenientes de organoides gastricos. Esta respuesta quimiotactica es mediada
por un receptor que sensa urea, permitiéndole a la bacteria localizar el epitelio
gastrico y establecer la infeccion *’. Ademas H. pylori es capaz de percibir e
integrar otras sefiales para localizar su nicho. A pesar de habitar en el
estbmago no es una bacteria acidéfila y utiliza el mecanismo de quimiotaxis
para alejarse de las zonas mas acidas. Una doble mutante de los receptores
que sensan acido pierde la capacidad de repeler zonas de bajo pH in vitro y
resulta defectuosa en la colonizacion del estémago de raton 8.

Salmonella typhimurium es capaz de prosperar en el ambiente inflamatorio del
intestino infectado, desde donde se transmite a un nuevo hospedador. Se
adapta a este ambiente mediante el uso de aceptores alternativos de
electrones, tales como el nitrato y el tetrationato. Estos aceptores alternativos
de electrones se encuentran disponibles durante la colitis intestinal,
posibilitandole la respiracidbn anaerobica y otorgandole valor adaptativo a este
patbgeno por sobre la flora intestinal. Rivera-Chavéz et al reportaron que S.
typhimurium es capaz de responder positivamente a gradientes de estos
compuestos. Ademas cepas mutantes para los receptores quimiotacticos que
sensan estos compuestos crecen defectuosamente en el ambiente inflamatorio
de la colitis *°.

Vibrio cholerae, agente causante del célera, habita ambientes acuaticos y
puede acceder al tracto intestinal humano a través de la ingestibn de agua
contaminada. Mientras es claro que la motilidad en V. cholerae es esencial
para la colonizacién efectiva del hospedador, el rol que cumple la quimiotaxis
aun continua siendo explorado € 0O’ Toole et al., usando el ensayo del capilar,
evaluaron la respuesta quimiotactica de dos cepas de V. cholerae (cepa wty
una mutante para CheR) cuando se las enfrentaba a un extracto de mucus
gastrico porcino y a extractos de bilis porcinos y bovinos. Sélo observaron
acumulacion de la cepa wt en los capilares ¢! Dentro de los quimioatractantes
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que pertenecian al mucus intestinal encontraron aminoacidos libres y
carbohidratos. Realizando una hidrolisis del mucus identificaron monosacaridos
como la fucosa, galactosa, N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina. En
cuanto a la bilis, se trata de un componente del tracto intestinal que contiene
colesterol y fosfolipidos, en particular fosfatidilcolina. Recientemente,
Nishiyama et al usando el ensayo del capilar observaron atraccion de V.
cholerae hacia taurina ®2. Esto coincide con el reporte previo de O'Toole et al
que mostraron atracciéon de V. cholerae hacia extractos de bilis, ya que la
taurina es un componente mayoritario de la misma.

El rol de la quimiotaxis en la patogénesis de P. aeruginosa ha sido poco
explorado. Un trabajo sugiere un posible rol en la formacion de biofilms: una
mutante en cheR1 (metiltransferasa del sistema de quimiotaxis che1) muestra
una reduccion en la frecuencia de sensado de la superficie durante el proceso
de formacion. Ademas los biofilms formados por las mutantes no maduran de
igual modo que aquellos formados por bacterias wild type 63,

Demostrar de manera directa que el fendmeno de quimiotaxis tiene un rol en el
proceso de colonizacién e infeccién del hospedador no es siempre sencillo. En
los ejemplos de H. pylori y V. cholerae los autores muestran de manera
indirecta que la quimiotaxis cumple un rol en la patogénesis. Para ello aislan el
medio o extracto trasladando el gradiente para ensayar quimiotaxis in vitro. Asi
observan que las bacterias son atraidas por gradientes de las sustancias
contenidas en ese medio/extracto.

En el ejemplo de S. thyphimurium, si bien se demuestra de manera directa que
la quimiotaxis cumple un rol en la patogénesis, no se demuestra si la misma
cumple un rol en la localizacion del tejido blanco del hospedador. Demostrar
este ultimo punto pareceria aun mas complejo y posiblemente implique el
desarrollo de estrategias novedosas.

En la siguiente seccion veremos brevemente algunos ensayos clasicos que han
sido usados para estudiar quimiotaxis, haciendo hincapié en las ventajas y
desventajas de cada uno. Pero mas alla de la estrategia particular de cada
ensayo, todos ellos tienen un punto en comun. Estudian el fenbmeno de
quimiotaxis en sistemas controlados, in vitro, generando gradientes vy
observando si las bacterias son atraidas hacia las zonas de mayor
concentracion.

1.13. Estudio del fenédmeno de quimiotaxis. Ensayos clasicos

En 1966 Adler fue el primero en llevar a cabo un método cuantitativo para
medir quimiotaxis en E. coli. En este ensayo se inoculan las bacterias en un
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capilar cargado previamente con una soluciéon de la sustancia a ensayar. La
sustancia es metabolizada in vitro, generandose un gradiente quimico ® La
quimiotaxis es monitoreada observando las bandas de bacterias que se
mueven dentro del capilar. La cuantificacion se lleva a cabo removiendo del
capilar las fracciones de bacterias para luego realizar recuento en placa. El
inconveniente de estos ensayos radica en que el gradiente es generado por las
bacterias, las cuales metabolizan la sustancia, no permitiendo ensayar
compuestos no metabolizables.

Fundamentado en el mismo principio que el ensayo del capilar previamente
descrito, en la seccion de materiales y métodos se describe un ensayo para
cuantificar quimiotaxis, pero que emplea jeringas e,

Otro ensayo clasico ampliamente utilizado para determinar respuesta
quimiotactica es el ensayo en agar blando.

En este ensayo, se inocula un colonia de bacterias por puncion en placas de
agar blando (0,3% agar) conteniendo la sustancia atractante. La baja
viscosidad del agar le permite a las bacterias nadar libremente. El gradiente de
concentracion es establecido por las bacterias al metabolizar el atractante.

En caso de respuesta positiva se observan bandas de bacterias con forma de
anillo. Inoculando las mismas cantidades de bacterias y cuantificando el
diametro de los anillos formados es posible hacer al ensayo cuantitativo. En
2002 Ferrandez et al., inocularon distintas cepas mutantes de quimiotaxis
(CheB, CheZ, CheA, CheW y CheY) en placas de agar blando conteniendo
triptona y succinato como atractantes metabolizables. Observaron que los
didmetros de los halos de las cepas mutantes de quimiotaxis eran mas chicos
en comparacion con la cepa wt correspondiente (PA01) i

Mediante videomicroscopia es posible seguir individualmente a las bacterias
(tracking) que nadan en una pelicula de liquido cercana a una superficie de
vidrio. Para realizar el seguimiento es necesario que las bacterias se desplacen
en un plano, como asi también adquirir una secuencia de imagenes con una
resolucion temporal alta, es decir muchas imagenes por segundo. Luego
computacionalmente se analizan los recorridos de las bacterias individuales.
Estudiando por videomicroscopia la motilidad de una mutante de quimiotaxis en
P. aeruginosa, Schmidt et al observaron que la cepa mutante cambia la
direccién de nado menos frecuentemente que la cepa wt y tiende a nadar en
linea recta 2.

El ensayo de agar blando y el ensayo del capilar de Adler presentan la ventaja
de ser sencillos y rapidos por lo que resultan de utilidad para empezar a
estudiar el fendmeno de quimiotaxis. De hecho han sido ampliamente utilizados
para probar atraccion hacia distintas sustancias, como por ejemplo
carbohidratos y acidos organicos. Pero, como hemos visto, estos ensayos
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implican aislar los gradientes para que puedan ser probados. Por otro lado
seguir individualmente a las bacterias por videomicroscopia puede resultar
complicado mas aun cuando el desplazamiento de las bacterias ocurre sobre
tejidos.

En este punto nos surge la siguiente pregunta: ;Qué herramientas pueden
ayudar al estudio de la quimiotaxis en el sitio de infeccion?

1.14. Experimentacion y modelizaciéon en quimiotaxis

El uso de la metodologia clasica (descrita anteriormente) para evaluar si hay
quimiotaxis en el contexto de una infeccion presenta distintas dificultades.
Estas metodologias implican por ejemplo el uso de gradientes controlados y/o
el seguimiento individual de las bacterias (tracking). Estas herramientas son
dificiles de implementar cuando el movimiento ocurre sobre células o tejidos.
Una aproximacion que ha permitido sortear dificultades en el campo de la
quimiotaxis, es el uso de modelos tedricos. Durante los ultimos 40 afios se ha
desarrollado un numero considerable de modelos tedricos enfocados en
distintos aspectos de la quimiotaxis bacteriana. El avance en el entendimiento
de este fenbmeno se debe en gran parte a que los modelos tedricos y el trabajo
experimental han progresado a la par, complementandose y nutriéndose el uno
del otro ®. El conocimiento experimental detallado de los distintos parametros
del sistema ha permitido generar modelos matematicos muy precisos y producir
simulaciones que reproducen los resultados experimentales. Por ejemplo, un
experimento clasico en el cual un quimioatractante difunde desde un capilar
generando un gradiente, genera un patrén de distribucion de la poblacion
bacteriana en torno al mismo, el cual es reproducible mediante experimentos in
silico ®’. La generacion de gradientes estables, muy utiles para estudiar
parametros como la frecuencia de tumbling o cambio de orientacion de las
bacterias, pero muy dificiles de generar in vitro, ha resultado un desafio para
este campo de estudio. Este incoveniente se ha superado a partir de la
realizacién de experimentos con gradientes estables in silico e,

El uso de modelos tedricos para estudiar quimiotaxis posibilita la generacion de
hipotesis de trabajo mas sofisticadas y moldea el disefio experimental,
permitiendo en ocasiones superar las restricciones experimentales.
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1.15. Formacion de estructuras bacterianas multicelulares: transicion
desde un estado planténico a uno sésil, multicelular y adherido a
superficie.

Aunque una visién unicelular de las bacterias ha dominado la microbiologia por
afos, es cada vez mas evidente que las bacterias son capaces de
intercomunicarse, establecer comportamientos coordinados y formar complejas
estructuras multicelulares. A su vez, creciente evidencia muestra que dichas
interacciones microbianas resultan clave a la hora de colonizar al hospedador.
Los biofilms, por ejemplo representan, como mencionamos, un grave problema
para la salud: son altamente resistentes al tratamiento con antibi6ticos y a la
accion del sistema inmune. Son objeto de gran interés y se han desarrollado
una variedad de modelos experimentales para su estudio. Sin embargo, una
etapa inicial clave en su formaciéon es particularmente poco comprendida: la
transicion desde un estado planctonico a uno multicelular y asociado a
superficie.

En general, son pocos los modelos disponibles para estudiar esta transicion en
profundidad, especialmente en el contexto de la interaccién con las células
hospedadoras.

La interaccién con las células hospedadoras a través de la formacion de
estructuras multicelulares es una caracteristica que comparten muchas
bacterias patdogenas y que suele resultar beneficiosa para el proceso infectivo®
0TOA su vez, los mecanismos mediante los cuales estas estructuras
multicelulares se forman pueden ser muy diferentes. Por ejemplo, luego de
adherirse en forma individual a las células endoteliales, la bacteria Neisseria
meningitidis se multiplica. Las bacterias hijas permanecen adheridas a través
de los pili tipo IV formandose grandes agregados o microcolonias’. La
presencia de estas microcolonias en la superficie de la célula hospedadora,
induce la formacién de protrusiones tipo filopodios que ayudan a su cohesién
haciéndolas mas resistentes a la accién mecanica del flujo sanguineo .

Neisseria gonorrhoeae, el agente causante de la gonorrea, forma también
microcolonias en la superficie de células epiteliales, proceso que resulta crucial
en la progresion de la infeccidon. Estas microcolonias se forman como
consecuencia del agrupamiento de pequefios agregados de bacterias, que se
movilizan sobre la superficie de las células hospedadoras. Las bacterias se
adhieren a la superficie epitelial en forma dispersa y pueden también
multiplicarse sobre la misma. Pero al cabo de unas horas, se visualizan
estructuras multicelulares esféricas relativamente grandes, producto del
agrupamiento de los agregados. Tanto la cohesién entre bacterias como el
movimiento sobre la superficie es dependiente del pilus tipo IV ™. Taktikos et
al. han propuesto, a través de la comparacion de modelos matematicos con
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datos experimentales, que la interaccion pili-pili es el principal mecanismo de
agrupamiento °. Recientemente se ha reportado que la agregacion reduce la
susceptibilidad de esta bacteria a los antibidticos °.

Hace ya varios afos que nuestro grupo de trabajo estudia la interaccion de P.
aeruginosa con la barrera epitelial. Realizando infecciones con P. aeruginosa
sobre monocapas de células epiteliales polarizadas observamos que P.
aeruginosa se adheria principalmente en forma de agregados (Fig. 6).

Figura 6. P. aeruginosa adhiere
sobre la superficie epitelial de

células MDCK polarizadas
principalmente en forma de
agregados. Imagenes de

microscopia electronica de barrido
de agregados de P. aeruginosa
adheridos a la superficie apical de
células MDCK. Barra de escala 2
pm. Figura adaptada de Lepanto et
al (2011)"".

A partir de distintos estudios, incluyendo videomicroscopia, determinamos
que los agregados se formaban de novo sobre la superficie epitelial, y que
dicho proceso ocurria en forma secuencial y en el orden de minutos, a
través del reclutamiento de bacterias que nadaban activamente impulsadas
por el flagelo ’. La figura 7 muestra una secuencia de imagenes, tomadas
de un video, en donde se ve el proceso de formacion de un agregado sobre
la superficie de células epiteliales.
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Figura 7. La formacion de agregados de P. aeruginosa ocurre de novo sobre la
superficie epitelial, en forma secuencial y en el orden de minutos. Imagenes a
distintos tiempos provenientes de una videomicroscopia representativa. Células MDCK
polarizadas crecidas en placas con fondo de vidrio y se infectaron con P. aeruginosa
expresando GFP (verde). En las imagenes se observa la monocapa de células MDCK
en campo claro. Los agregados se forman sobre el epitelio por el reclutamiento de
bacterias plancténicas que nadan impulsadas por el flagelo. Barra de escala: 10 um. El
tiempo en el que fue adquirida cada imagen esta indicado en minutos:segundos
(margen izquierdo superior). Figura adaptada de Lepanto et al (2011)".

Observamos ademas que la agregacion ocurria en sitios muy localizados de la
superficie apical y que practicamente no habia adhesidén en otras areas de la
misma. Este mecanismo de agregacion es muy diferente a los anteriormente
descriptos ya que no esta mediado por la multiplicacion bacteriana y es
sumamente rapido. Bacterias que nadan activamente se inmovilizan al
adherirse a zonas puntuales de la superficie epitelial, se verifica union bacteria-
epitelio y unién bacteria-bacteria, generandose agregados esféricos y
conspicuos cuyo crecimiento es limitado. Este hallazgo nos generé muchas
preguntas, algunas de las cuales fueron respondidas durante el desarrollo de
este trabajo de tesis ¢ Qué hay en esos sitios puntuales de la superficie epitelial
a los que las bacterias quedan adheridas?  Es importante la estructura epitelial
per se para que se produzca este fendmeno? ;Qué rol cumplen los apéndices
bacterianos (pili y flagelo) en este proceso? ¢Se trata de un fendmeno
estocastico o interviene algun mecanismo regulado que favorece la
agrupacion?
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Pero ademas, el fenémeno resulta interesante desde el punto de vista de la
dinamica del ensamblaje. Pensamos que el seguimiento en tiempo real del
posicionamiento individual de cada bacteria durante el proceso de formacién
del agregado, podria ayudar a entender como influye la interaccién coordinada
bacteria-epitelio y bacteria-bacteria en la organizacion global del sistema. En
este sentido, avances técnicos en el registro de imagenes ha posibilitado
colectar datos experimentales de bacterias individuales que permiten generar
modelos para explicar fendbmenos colectivos. Por ejemplo, en dos trabajos
recientes se registro la formacién de biofiims de Vibrio cholerae con gran
resolucion siguiendo a nivel individual desde la primer bacteria que se adhiere
a superficie hasta que por multiplicaciones sucesivas llegan a 10.000. Con esa
informacion se generaron modelos que emulan la dinamica del proceso. Los
autores concluyen que la arquitectura global del biofilm emerge del potencial de
interaccion célula-célula ® y de la proliferacion direccional de los bacilos .

Consideramos que la formacion de agregados de P. aeruginosa sobre
superficie epitelial representa un fendmeno de transicion desde un estado
planctdénico a uno multicelular y adherido con caracteristicas muy diferentes a
los estudiados hasta ahora, y que su estudio reviste gran interés. Provee
ademas un modelo muy interesante para estudiar la dinamica de ensamblaje y
la emergencia de estructuras multicelulares en el contexto de la infeccion.
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es dilucidar mecanismos moleculares y
celulares implicados en la formacion de estructuras multicelulares de P.
aeruginosa en el contexto de interaccién con células hospedadoras.

Como mencionamos, en trabajos previos del laboratorio se habia determinado

que P. aeruginosa interacciona con la superficie epitelial formando agregados
en sitios puntuales de la misma.

Nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

i) Analizar los sitios de agregaciéon/adhesién de P. aeruginosa desde el
punto de vista de la estructura epitelial.

i) Determinar qué particularidad de dichos sitios posibilita o induce el
fendmeno de adhesion/agregacion.

iii) Determinar si la agregacion es consecuencia de un fendmeno
estocastico o interviene algun mecanismo regulado que favorece la
agrupacion de las bacterias.

iv) Indagar sobre qué moléculas median la adhesion bacteria-superficie
epitelial.
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3. Resultados. Primera parte

3.1. Modelo de células epiteliales polarizadas en cultivo

Nuestro grupo de trabajo viene utilizando hace muchos afios el modelo de
infeccién de células epiteliales polarizadas con P. aeruginosa. Cuando crecen
sobre soportes permeables o sobre cubreobjetos de vidrio siguiendo un
protocolo especial distintas lineas de células epiteliales forman monocapas
confluentes y polarizadas conectadas por uniones estrechas y adherentes con
la superficie apical y basolateral, de composicion distinta, claramente
distinguibles.

En este trabajo de tesis usamos como modelo de células epiteliales
principalmente la linea Madin Darby Canine Kidney (MDCK) de tubulo colector
renal de perro. Para permitir que las células polaricen las sembramos en
soportes permeables conocidos como filtros transwell. Estos soportes cuentan
con una membrana porosa sobre la cual se siembran las células
distinguiéndose dos compartimientos uno por arriba de la membrana del
soporte (a donde se expone la superficie apical) y uno por debajo de la
membrana del mismo (a donde se expone la superficie basolateral). Una vez
sembradas las células se cultivaron por 48 h en estufa gaseada (5% de CO,
37°C). Para corroborar que efectivamente las células habian polarizado,
realizamos tinciones con anticuerpos especificos contra proteinas que se
localizan exclusivamente en la cara apical 6 en la basolateral y las analizamos
por microscopia confocal. En la figura 8 se muestran monocapas de células
epiteliales MDCK tefidas para gp135 (una glicoproteina presente sélo en
membrana apical) o para p58 (exclusiva de la basolateral). Se muestran
proyecciones de planos xy a lo largo del eje z (plano xy) y proyecciones del eje
x a lo largo del eje z (plano xz). Se visualizan claramente los patrones
distintivos de la superficie apical y basolateral marcadas por las proteinas
gp135 y p58, respectivamente, lo que indica que las células estan
adecuadamente polarizadas.

Salvo que se aclare, los experimentos fueron realizados utilizando sistemas
transwell.
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Figura 8. Monocapas de células epiteliales MDCK. Se muestran
proyecciones xy y xz. Las tinciones distintivas para gp135 (cara apical) y p58
(cara basolateral) denotan que las células estan polarizadas. Barra de escala: 10
pum.

3.2. P. aeruginosa adhiere sobre la superficie epitelial en forma de
agregados

Estudios previos del grupo determinaron que P. aeruginosa interacciona con la
barrera epitelial principalmente en forma de agregados’’. Para adentrarnos en
el estudio de este fendmeno, comenzamos reproduciendo dicho resultado. Asi,
se infectaron con P. aeruginosa cepa K (PAK) expresando GFP (PAK-GFP),
(multiplicidad de infeccion=60) monocapas de células MDCK polarizadas
crecidas en soportes transwell por 1 hora. Las muestras se fijaron,
permeabilizaron y se tiferon para F-actina con faloidina conjugada a rodamina.
Observamos agregados de P. aeruginosa sobre la superficie epitelial (Fig. 9).
Para cuantificar adhesion y agregacion adquirimos imagenes de microscopia
confocal de 10 campos al azar en cada uno de los tres experimentos
independientes realizados. Cada campo incluye aproximadamente 300 células
epiteliales. Encontramos, en promedio, 350 bacterias por campo adheridas a la
superficie epitelial. EI 94+3 % de las mismas formaban parte de agregados.
Consideramos como agregados aquellas agrupaciones de bacterias formadas
por 6 0 mas bacterias. EI numero promedio de bacterias individuales adheridas
por campo fue 7+£2, mientras que el numero promedio de agregados por campo
fue 5+0,4. El tamafo de los agregados es variable, pueden contener entre 6 y
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300 bacterias. Estos resultados reproducen muy cercanamente a aquellos
previamente reportados por nuestro grupo s

Figura 9. P. aeruginosa adhiere sobre la superficie epitelial principalmente en
forma de agregados. Se muestra un campo (proyeccion xy) con distintos agregados
de P. aeruginosa sobre la superficie epitelial. P. aeruginosa (verde). F-actina (rojo).
Barra de escala: 20 pm.

Una vez adherida sobre la superficie epitelial y si se incuba tiempos mas largos
P. aeruginosa puede ser parcialmente internalizada por las células del epitelio.
Es ingresada dentro de las células epiteliales en vesiculas que luego adquieren
caracteristicas lisosomales siendo eliminada completamente del interior celular
después de 24 horas . La internalizaciéon de esta bacteria es también objeto
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de estudio del laboratorio. En este trabajo de tesis nos focalizamos en el
fendmeno de adhesion de P. aeruginosa sobre células epiteliales.

3.3. Los agregados se forman sobre sitios de multiuniones

Una observacién que realizamos consistentemente fue que los agregados se
formaban mayormente sobre las uniones célula-célula. Decidimos entonces
hacer un estudio cuantitativo del fendmeno, diferenciando ademas entre los
distintos tipos de unién célula-célula.

Las uniones entre células se pueden clasificar de acuerdo al numero de células
que las conforman. Vista desde la superficie la union de dos células dibuja una
linea, mientras que tres o mas células comparten un vértice comun y dibujan
una multiunién (Fig. 10A).

Para llevar a cabo el estudio planteado, se infectaron monocapas de células
MDCK polarizadas (crecidas sobre soportes transwell) con PAK-GFP,
(multiplicidad de infeccion=60) por 1 hora y se fijaron. Las células epiteliales se
tineron para F-actina con faloidina-rodamina.

Se evaluaron 10 campos por experimento y se realizaron tres experimentos
independientes.

Para realizar el analisis primero se cuantificé la frecuencia de cada tipo de
multiunion en la superficie epitelial. La frecuencia de las multiuniones se
cuantific6 en monocapas no infectadas. De todos modos, la frecuencia de las
multiuniones resulté similar cuando se compararon monocapas infectadas y no
infectadas. Posteriormente cuantificamos el nUmero de agregados sobre cada
tipo de multiunién. El analisis llevado a cabo fue similar a otro desarrollado para
caracterizar la adhesién de Listeria monocytogenes a superficie epitelial 2,

En la Figura 10B las barras grises muestran la frecuencia de cada tipo de
multiunién (numero de multiuniones de ese tipo cada 1000 células en la
superficie epitelial). Cabe destacar que la frecuencia de las multiuniones es
inversamente proporcional al numero de células que las conforman.

El numero de agregados asociados a cada tipo de union se muestra también
en la Figura 10B. Esta representado por los circulos negros, expresado como
preferencia por tipo de union. Ejemplificaremos como se calcul6é esta
preferencia para el caso de las uniones de 5 células. EI nUmero de agregados
sobre uniones de 5 células se multiplicé por la frecuencia de uniones de 2
células y a dicho resultado se lo dividié por la frecuencia de las uniones de 5
células. Se repitid esta operacion para cada tipo unién en cada uno de los tres
experimentos independientes. Con cada uno de esos valores se calcul6 un
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promedio, el cual se grafic6 como puntos negros en la Figura 10B. Es decir, la
preferencia por tipo de wunién indica el numero de agregados que
encontrariamos sobre uniones de 5 células (para este ejemplo) si dichas
uniones estuvieran representadas con una frecuencia igual a la de las uniones
de 2 células.

En la figura 10C se muestran dos ejemplos de agregados sobre una multiunién
de cuatro (izquierda) y una multiunion de cinco células (derecha). Podemos
observar que el epicentro de formacién de los agregados es el vértice de la
multiunion.

Concluimos que P. aeruginosa agrega preferencialmente sobre multiuniones
celulares formadas por cuatro o mas células.

Habiendo observado que los agregados de P. aeruginosa se forman
preferencialmente sobre los sitios de multiunion, indagamos en como dichos
sitios pueden originarse. Las multiuniones pueden formarse como
consecuencia de algunos procesos celulares que alteran la arquitectura
epitelial. Dentro de estos procesos se encuentran: la migracion celular, la
division celular, la diferenciacion celular, la extrusion celular y procesos
patolégicos como la extrusion de células tumorales. En el caso de la extrusion
celular las multiuniones se forman como producto de la remocion de las células
del epitelio que mueren y el reacomodamiento de las células vecinas que
rodean a la célula muerta en cuestion. Entonces, nos preguntamos si P.
aeruginosa adheriria sobre las células muertas que se encuentran por encima
de los sitios de multiunién.

En la siguiente seccidbn veremos que el fenobmeno de adhesion de P.
aeruginosa sobre los sitios de multiuniones guarda relacién con la presencia de
células muertas removidas de la monocapa.
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Figura 10. P. aeruginosa forma agregados en las multiuniones celulares. (A)
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Imagen confocal (plano xy de la superficie) de células MDCK tefidas con faloidina en
la que se muestran los distintos tipos de multiuniones: unién de 5 células (triangulo),
unién de 4 células (flecha), union de 3 células (cuadrado punteado) y union de 2
células (elipse punteada). Los numeros indican las células que forman la unién de 5.
(B) Las barras grises (eje Y, izquierdo) representa la frecuencia de los tipos de
multiuniones, calculadas a partir de cuatro campos al azar (aproximadamente 300
células/campo), de una monocapa de células MDCK polarizadas. Los circulos negros
(eje Y, derecho) representan el numero de agregados de P. aeruginosa por tipo de
multiunién relativizado a la frecuencia de la unién de 2 células. Datos presentados
Media + Error estandar. Los ejes del grafico se encuentran en escala logaritmica.
Coeficiente de correlacion de Pearson r=0,95; p<0,05. N=3 (C) Proyecciones de
planos xy a lo largo del eje z, muestran agregados de P. aeruginosa sobre
multiuniones celulares formadas por cuatro (izquierda) y cinco células (derecha). PAK-

GFP: verde y F-Actina: rojo. Barras de escala: 10 um.
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3.4. Los agregados se forman sobre células apoptéticas extruidas

Los epitelios son estructuras dinamicas cuyas células estan conectadas por
uniones intercelulares que contactan el citoesqueleto de actina de unas con
otras. Asi, frente a una perturbacion los epitelios pueden responder de manera
coordinada.

Los epitelios se encuentran en constante recambio mediante division celular y
muerte. Cuando una célula muere por apoptosis es removida del epitelio por
constriccion generada por las células que la rodean. Como se describid en la
introduccion, este proceso se conoce como extrusion celular. Una vez que la
célula apoptoética es extruida, las células del epitelio que la rodean se
reacomodan, formandose una nueva uniéon multicelular. Dichas multiuniones
estan tipicamente conformadas por un nimero de cuatro, cinco o mas células.
Como hemos visto P. aeruginosa agrega sobre la superficie epitelial,
preferentemente sobre multiuniones de 4 o mas células. Entonces, una
posibilidad que nos planteamos fue que el sitio de adhesion no fuera la
multiunion per se o un sitio que la formacion de la multiunién dejara expuesto,
sino la célula apoptética extruida. Para responder esta pregunta, se infectaron
monocapas de células MDCK polarizadas con PAK-GFP, se utiliz6 anexina V
conjugada a alexa 647 para tedir células apoptéticas, se fijo, se permeabilizé y
se tinG la monocapa con faloidina-rodamina. La anexina V se une a la
fosfatidilserina, un fosfolipido que se expone en la cara externa de la
membrana plasmatica en células apoptéticas 2’. La tincion con anexina V
mostré la presencia de células y cuerpos apoptoticos en los sitios de
agregacion de P. aeruginosa. En la figura 11A se muestran un grupo de
bacterias unidas a una célula apoptoética extruida (izquierda) y a lo que seria un
cuerpo apoptético (derecha). Se observaron muy pocas bacterias adheridas a
las células vivas de la monocapa.

Es importante aclarar que las células apoptéticas no muestran tincidon con
faloidina '. Esto podria deberse a la degradaciéon de la F-actina por caspasas
que se activan durante el proceso de apoptosis.

Para confirmar que se trataba de células apoptéticas, se realizd una tincién con
un anticuerpo anti-caspasa 3 activa. Las caspasas son una familia de
proteasas que se sintetizan como precursores y algunos miembros de la familia
se activan durante el proceso de apoptosis. Cabe aclarar que, en este
experimento, crecimos células MDCK polarizadas sobre un cubreobjetos de
vidrio. Para ello cultivamos las células MDCK por 4 dias sin cambios de medio
en estufa gaseada (37°C 5% CO,). Cultivar las células sobre un cubreobjeto de
vidrio nos permitié observar la célula apoptoética en campo claro. En los filtros
transwell que nosotros usamos la membrana de soporte no permite el paso de
luz, por lo tanto no es posible observar la muestra por campo claro.
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En la figura 11B, se observa que P. aeruginosa adhiere sobre células
apoptoticas extruidas positivas para caspasa 3 activa y anexina V, confirmando
de este modo que P. aeruginosa se adhiere sobre células apoptdticas
extruidas.

Para cuantificar el fendbmeno observado, se adquirieron imagenes de 10
campos al azar por cada uno de los tres experimentos independientes
realizados. Se recorrieron los preparados de manera sistematica y cada
agregado de P. aeruginosa se clasificé como unido a un sitio anexina V positivo
0 negativo. En otro grupo de tres experimentos, se llevdé a cabo el mismo
analisis sobre sitios positivos 0 negativos para caspasa 3 activa.

Encontramos que 94,3+2,5% de los agregados se formaron sobre sitios
anexina V positivos (Fig. 11C). Ademas el 83,1+2,7% de los sitios anexina V
positivos tenian al menos una bacteria adherida (Fig. 11D).

También, encontramos que 82,7+11,2% de los agregados estaban formados
sobre sitios caspasa 3 positivos (Fig. 11E). Podemos concluir que P.
aeruginosa adhiere y se agrega sobre células apoptoticas extruidas del epitelio,
localizadas por encima de las multiuniones celulares. La adhesion sobre otras
zonas de la superficie epitelial implica a muchas menos bacterias y ocurre
mayormente en forma individual.
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Figura 11. P. aeruginosa se adhiere a las células apoptoéticas extruidas. (A)
Proyecciones de planos XY en el eje Z y planos ortogonales (pie de imagen) que
muestran agregados de P. aeruginosa adheridos a célula apoptotica extruida
(izquierda) y a un cuerpo apoptoético (derecha). PAK-GFP: verde, F-Actina: rojo y
Anexina V: azul. (B) Las células a las cuales P. aeruginosa se adhiere tienen
Caspasa 3 activa. PAK-mCherry: rojo, Anexina V: verde y Caspasa 3 activa: azul. El
campo claro muestra la célula apoptética extruida y la monocapa debajo. (C)
Porcentaje de agregados formados en sitios positivos para Anexina V. (D)
Porcentaje de sitios positivos para Anexina V con al menos una bacteria adherida
(E) Porcentaje de agregados formados sobre sitios positivos para caspasa 3 activa.
Datos presentados como Media + Error estandar. * p<0,05 **p<0,01. Prueba t de
Student. Barras de escala: 10 ym.
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Para observar el fenbmeno de adhesién a células apoptoéticas con mas detalle,
se procesaron muestras de monocapas de células MDCK infectadas para ser
analizadas por microscopia electronica de barrido. En la figura 12 se observa
una célula extruida con bacterias adheridas. Algo interesante que se pudo
apreciar es que en la zona donde estan adheridas las bacterias la membrana
de la célula apoptética esta lobulizada.

Especulamos que esos |lobulos o microldbulos podrian contener componentes
(ausentes 0 menos concentrados en el resto de la membrana plasmatica) por
los que P. aeruginosa tiene afinidad. En el laboratorio estamos actualmente
estudiando este fendmeno en mayor profundidad.

Figura 12. P. aeruginosa se
adhiere sobre zonas lobulizadas
de las <células apoptéticas
extruidas. Imagen de microscopia
electrénica de barrido donde se ve
P. aeruginosa agregada sobre una
célula apoptética. La flecha verde
indica una microvellosidad en el
epitelio. La flecha blanca indica un
microlébulo. La flecha azul indica
una bacteria. Barra de escala 5 pm.

3.5. Las células a las que P. aeruginosa se une eran apoptoéticas antes de
la infeccién

Esta reportado que P. aeruginosa es capaz de inducir apoptosis, interactuando
directamente con las células hospedadoras a través del sistema de secrecion
tipo Ill (T3SS) o a través de factores solubles, en forma independiente del
T3SS. El T3SS es una maquinaria tipo jeringa que permite la inyeccién de
toxinas (efectores) directamente desde el citosol de la bacteria hacia el citosol
del hospedador . En 2008 Shafikhani et al mostraron que la cepa PA103 de P.
aeruginosa es capaz de inducir apoptosis en células HeLa por medio de la
inyeccion de la toxina ExoT a través del T3SS &,
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Dentro de los factores solubles secretados por P. aeruginosa capaces de
inducir apoptosis que han sido reportados se encuentran: piocianina, exotoxina
A, elastasa, proteasas,etc %.

Si bien los tiempos de nuestros experimentos son mucho mas cortos que
aquellos en los cuales se reporta induccion de apoptosis por P. aeruginosa
(que van desde 5 hasta 24 h post-infeccidn), nos propusimos evaluar si las
células a las que se unia P. aeruginosa eran previamente apoptoticas o la
apoptosis fue inducida por la bacteria. Para abordar esta pregunta, decidimos,
en primer lugar, comparar el numero de células apoptéticas entre monocapas
infectadas y no infectadas.

Monocapas de células MDCK polarizadas fueron infectadas o no con PAK-
GFP. Luego se tifieron las células apoptéticas extruidas con anexina V
conjugada a alexa 647, se fij6, permeabilizé y se tifid con faloidina-rodamina.
Se determind el numero de células apoptéticas en ambas condiciones.
Adquirimos imagenes de 10 campos al azar por condicidén y se realizaron tres
experimentos independientes. No encontramos diferencias significativas
comparando el numero promedio de células apoptéticas extruidas por campo
entre monocapas infectadas y no infectadas (7,4+1,1 y 7,240,9
respectivamente). Este resultado indica que P. aeruginosa se adhiere a células
que eran apoptéticas antes de la infeccion.

3.6. Los agregados también se forman sobre células apoptéticas en una
linea epitelial de origen bronquial

Luego nos preguntamos si el fendmeno de adhesidén/agregacion sobre células
apoptoéticas extruidas ocurriria también en una linea epitelial de origen distinto
a las MDCK. Como las infecciones pulmonares por P. aeruginosa son la
principal causa de muerte en pacientes con fibrosis quistica, decidimos testear
células polarizadas de la linea bronquial humana 16HBE140-. Para llevar a
cabo este experimento se sembraron células 16HBE140- en soportes franswell
y se incubaron por 7 dias en estufa gaseada (5% CO, 37°C).

Células 16HBE140- se infectaron por 1h con P. aeruginosa cepa K
(multiplicidad de infeccion=60) expresando la proteina roja fluorescente
mCherry (PAK-mCherry). Se tind con anexina V, se fij6, se permeabilizé y se
tind con faloidina conjugada a alexa 647. Adquirimos imagenes de 20 campos
al azar y se realizaron dos experimentos independientes.

Observamos que P. aeruginosa forma agregados sobre células apoptéticas
extruidas, también en esta linea celular (Fig. 13). Podemos concluir que el
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fenbmeno de agregacion de P. aeruginosa sobre células apoptéticas no
depende de la linea celular empleada.

En el laboratorio también se ha observado que P. aeruginosa adhiere en forma
de agregados sobre células apoptoticas de origen distinto al epitelial. En
particular se ha observado adhesiéon de P. aeruginosa sobre macréfagos
apoptoticos de la linea celular J774 y derivados de médula ésea de ratdn. Este
resultado sugiere que P. aeruginosa adheriria a células apoptéticas en general
sin importar el linaje del cual provengan.

El hecho que P. aeruginosa tenga afinidad por la superficie de las células
apoptéticas y que la presencia de éstas induzca su agregacion, cobra
relevancia clinica si pensamos en el contexto de la fibrosis quistica. Dicha
patologia se caracteriza por presentar un numero exacerbado de células
apoptaticas en las vias respiratorias 2 % .

El hallazgo es también relevante para el estudio de la infeccion de heridas y/o
guemaduras, contextos también caracterizados por la presencia de un alto
numero de células muertas, tanto necroéticas como apoptaoticas.
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Figura 13. P .aeruginosa agrega sobre células 16HBE140- apoptoéticas
extruidas. (A) Proyeccion de planos en el eje Z mostrando un agregado de P.
aeruginosa adherido sobre una célula apoptotica extruida de la linea bronquial
humana 16HBE140-. PAK-mCherry (rojo), Anexina V (verde), F-Actina (azul).
Barra de escala: 10 ym. (B) Porcentaje de agregados de P. aeruginosa formados
sobre sitios Anexina V positivos y negativos. Prueba t de Student. * p<0,05, N=2.
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3.7. Aislamientos clinicos provenientes de pacientes con fibrosis quistica
forman agregados sobre células apoptéticas extruidas

Las infecciones por P. aeruginosa son la principal causa de muerte en
pacientes con fibrosis quistica. En el nicho del pulmén fibroquistico solo una
determinada proporcion de la cepas de P. aeruginosa que infectan es capaz de
prosperar y establecer una infeccion crénica. Dentro de las variantes
fenotipicas se encuentran las cepas mucoides y las cepas no mucoides. Las
cepas mucoides se caracterizan por sintetizar el exopolisacarido alginato. En la
figura 14C se puede observar estrias en agar LB de dos aislamientos clinicos
provenientes de pacientes con fibrosis quistica, la cepa mucoide 2B y la no
mucoide 6 % (gentilmente cedidas por la Dra. Andrea Smania). Podemos
observar el aspecto mucilaginoso de la cepa mucoide 2B, producto del alginato
secretado.

Hasta aqui, el fendbmeno de adhesiébn de P. aeruginosa sobre células
apoptéticas habia sido observado con la cepa de laboratorio PAK. Nos
preguntamos si ocurriria también con cepas provenientes de aislamientos
clinicos. Para ello, en cultivos de células MDCK polarizadas realizamos
infecciones con las cepas 2B y 6. Adquirimos imagenes de 20 campos al azar y
se realizaron dos experimentos independientes con cada una de las cepas.
Observamos adhesion y agregacion de estas cepas de P. aeruginosa sobre
células apoptoéticas extruidas (Fig.14A). Para cuantificar el fendmeno
observado, cada agregado de P. aeruginosa se clasific6 como unido a un sitio
anexina V positivo o negativo. Para la cepa cepa 2B encontramos que el
95,2447 % de los agregados se formaron sobre sitios anexina V positivos,
mientras que para la cepab6 el 73,9+2,9 % de los agregados se formaron sobre
sitios anexina V positivos (Fig. 14B).

Concluimos que aislamientos de P. aeruginosa provenientes de pacientes con
fibrosis quistica también forman agregados sobre células apoptoticas.
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Figura 14. Aislamientos de P. aeruginosa provenientes de pacientes con
fibrosis quistica agregan sobre células apoptoéticas extruidas. (A) Proyecciones
de planos xy en el eje Z de células MDCK polarizadas crecidas en filtros transwell
infectadas con las cepas 6 y 2B. Las células apoptoticas extruidas se tifieron con
Anexina V-Alexa 488 (verde). La cepa 6 se marcé con un anticuerpo anti-
Pseudomonas (rojo) y la cepa 2B expresa la proteina fluorescente mCherry (rojo).
Barra de escala: 10 ym. (B) Porcentaje de agregados formados sobre sitios anexina
V positivos. (C) Cepa 2B y cepab en placas de LB-agar. Datos presentados como
Media + Error estandar. ** p<0,01; **** p<0,0001. Prueba t de Student. N=2.
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3.8. P. aeruginosa adhiere preferentemente a células apoptoéticas tardias

Como explicamos en la introduccion, cuando una célula epitelial entra en
apoptosis, a la vez que transita las distintas etapas de la misma, se va
extruyendo de la monocapa. Decidimos entonces evaluar si P. aeruginosa tenia
preferencia por alguna etapa de este proceso conjunto. Para ello definimos
cuatro estadios y evaluamos adhesion.

En cultivos de células MDCK polarizadas se tifieron las células apoptéticas con
anexina V, se fijo, se permeabiliz6 y se tiAd la F-actina cortical con faloidina-
rodamina y el ADN con TO-PRO3. Adquirimos imagenes de las células
apoptéticas por microscopia confocal y las clasificamos en cuatro estadios
segun la etapa en los procesos conjuntos de extrusion y apoptosis, abarcando
desde una etapa temprana hasta una tardia.

En la figura 15 se muestran imagenes representativas de los distintos estadios.
Las células en estadio 1 se encuentran insertas en la monocapa, alineadas
junto a las demas células que componen el epitelio. Pero tifien para anexina V
en su membrana apical, la actina cortical, que tifie para faloidina, permite
visualizar el resto de la célula (Fig. 15A-1).

La célula epitelial que entra en apoptosis envia sefales a las células que la
rodean, éstas se reordenan alrededor de la célula apoptoética formando un
anillo de actina y miosina I, el cual la estrangula con la fuerza de contraccion
necesaria para remover a dicha célula del epitelio. En la figura 15B se muestra
un plano xy de una monocapa tedida para F-actina, en la cual podemos
observar el anillo de actina.

En las células en estadio 2 se observa un estrangulamiento en su base,
permaneciendo en contacto aun con el epitelio. En la figura 15C observamos
una reconstruccion 3D de una célula apoptética en estadio 2. Las células en
estadio 2 tifen para anexina V en toda la extension de su membrana
plasmatica (Fig.15A-2).

Las células en estadio 3 ya se encuentran completamente extruidas sobre la
superficie del epitelio, aunque pueden seguir conectadas al mismo. Tifien para
anexina V en toda la extensién de su membrana y presentan nucleo picnético y
muchas veces fragmentado, observable mediante tincion del ADN con
TOPRO3 (Fig.15A-3).

Las células en estadio 4 tinen mas fuertemente anexina V y muchas veces no
se observa presencia de ADN. Su volumen se ha reducido y estan
aparentemente escindidas en cuerpos apoptoticos (Fig. 15A-4).
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Figura 15. Estadios de apoptosis. (A) Planos xz de los distintos estadios de
apoptosis. Los numeros a la izquierda indican el estadio. (B) Plano xy de una
monocapa tefiida para F-actina (rojo). Se indica con un triangulo blanco el anillo

de actina que estrangula a la célula apoptética. (C) Reconstruccion 3D de una
célula apoptética en estadio 2. Verde: AnexinaV. Azul: TO-PRO3. Rojo: Faloidina.

Determinamos entonces el numero de células apoptéticas en los distintos
estadios y el numero de bacterias adheridas a las células en cada uno de los
mMismos.

La preferencia de adhesion por cada estadio se calculd en un analisis similar al
expuesto anteriormente para la preferencia de los agregados por el tipo de
multiunion. En este analisis se normalizé con respecto al numero de células en
estadio 2. Finalmente la preferencia de adhesion se expresé como porcentaje
de la preferencia total de P. aeruginosa por las células apoptoticas (sin
discriminar por estadio) (Fig. 16 derecha).

Podemos concluir que P. aeruginosa adhiere preferentemente sobre células
apoptoéticas en estadio 4.
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Estadio de Preferencia de Figura 16. P. aeruginosa
Apoptosis Adhesion adhiere preferencialmente
sobre células apoptoéticas
extruidas en estadio 4.
Planos ortogonales en los
que se muestra los distintos
estadios de apoptosis y el
(14.3i6.3)°/o porcentaje de  bacterias
adheridas a cada estadio. Se
analizaron 10 campos al
azar para cada uno de tres
(1 3-416-3)% experimentos
independientes. Verde:
AnexinaV, Rojo: Faloidina,

(72.3¢10.1)%  A2ul TO-PRO.

levemente
representado

3.9. P. aeruginosa adhiere también sobre células apoptéticas generadas
in vitro

Luego nos preguntamos si P. aeruginosa adheriria sobre células apoptéticas
generadas in vitro, fuera del contexto del epitelio.

Para ello, expusimos células MDCK previamente tripsinizadas a luz ultravioleta
y las incubamos durante 12 hs. Estas células apoptéticas se marcaron con
anexina V conjugada a alexa 647 y se afiadieron sobre una monocapa de
células MDCK polarizadas crecidas sobre cubreobjetos de vidrio, la cual fue
previamente tefida con anexina V-alexa 488 (para marcar las células
apoptoticas extruidas).

Inmediatamente después se infectd la monocapa con PAK-mCherry y 1 h
después se fijo. Observamos que P. aeruginosa se adhiere tanto a las células
apoptoéticas extruidas como a las células apoptéticas generadas in vitro por
exposicion a luz UV (Fig. 17).

Este resultado confirma que P. aeruginosa adhiere sobre células que eran
previamente apoptéticas y demuestra que el proceso de extrusion per se no es
necesario para que ocurra la adhesion.

La razdén por la que evaluamos adhesion a células apoptoéticas generadas por
UV sobre una monocapa y no directamente sobre vidrio, es porque P.
aeruginosa adhiere considerablemente sobre este material, lo que dificulta la
observacion. Ensayos posteriores en el laboratorio nos mostraron que pueden
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obtenerse preparados mas limpios sobre vidrio al co-incubar las bacterias con
las células apoptéticas en un tubo, lavar y colocar la muestra sobre vidrio.

A;v”(é'g'reg;ﬁa;) PAK.mCherry Superposicion Campo claro

Figura 17. P. aeruginosa adhiere sobre células apoptéticas generadas in
vitro. Células apoptéticas extruidas de una monocapa de células MDCK
crecidas sobre un cubreobjeto de vidrio se marcaron con AnexinaV-Alexa 488
(verde). Células apoptéticas generadas in vitro por exposicidon a luz UV se
marcaron con AnexinaV-Alexa 647 (azul) y se agregaron a la monocapa previo a
infectar con PAK-mCherry (rojo). En campo claro puede observarse la monocapa
debajo. Barra de escala 10 pym.

En el protocolo de generacion de células apoptéticas por UV, las células son
inicialmente tripsinizadas. Nos preguntamos si la tripsinizacion podria generar
algun cambio en la membrana que favorezca la adhesion de P. aeruginosa.
Esta reportado que el tratamiento de las células con tripsina genera
alteraciones en la forma de la célula y en la topografia de su superficie & .

Para evaluar esto se utilizaron dos poblaciones de células MDCK, las wt y las
Lifeact-GFP. Sobre las wt se aplico el protocolo de induccion de apoptosis
descripto. Las Lifeact-GFP solo se tripsinizaron, ambas poblaciones se
mezclaron, se agregaron a una monocapa de células MDCK polarizadas vy la
muestra se tifid con anexina V-alexa 647. P. aeruginosa practicamente no
adhiri6 sobre las células vivas y tripsinizadas (Lifeact-GFP) (Fig. 18).
Descartamos entonces que la adhesion de P. aeruginosa a células apoptoticas
generadas por UV se debiera a alteraciones causadas por la tripsinizacion.
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MDCK Lifeact-GFP

Figura 18. P. aeruginosa no se adhiere a células vivas tripsinizadas. Células
MDCK apoptéticas generadas por exposicidon a luz UV se mezclaron con células
MDCK Lifeact-GFP despegadas con ftripsina y se agregaron a una monocapa de
células MDCK polarizadas crecidas sobre un cubreobjetos de vidrio. Se tifieron con
Anexina V- Alexa 647 y se infectaron con PAK-mCherry por 1h. Se muestra una
proyeccion de planos confocales en el eje Z. Barra de escala 20 um.

3.10. La adhesion sobre células muertas es independiente del tipo de
muerte celular

Nauta et al, entre otros, reportaron que las células apoptéticas tardias
comparten caracteristicas con las células necroticas. Dentro de estas
caracteristicas se encuentran la exposicion de azucares como la manosa,
fucosa y N-acetilglucosamina en la membrana plasmatica®® ** # % Nos
preguntamos si P. aeruginosa adheriria también sobre células necroéticas.

Para responder esta pregunta, generamos células necroéticas in vitro tratando
células MDCK con peroxido de hidrégeno e incubandolas por 20 hs.

Para corroborar que fueran efectivos los protocolos de generacién de células
apoptoéticas (seccidn anterior) y necréticas, las muestras se tifieron con
AnexinaV/loduro de Propidio, luego se fijaron y se observaron al microscopio.
Se determind que en ambos casos la mayoria de las células se marcaba con
AnexinaV, indicando la efectividad de los tratamientos.

Luego comparamos el volumen nuclear de células apoptoticas y necréticas. Es
caracteristico de las células necréticas un aumento del volumen nuclear. Por el
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contrario las células apoptéticas sufren una reduccion del mismo. Asi en el
caso de las células apoptéticas la reduccidon de volumen que ocurre en el
proceso esta ligado al eflujo de potasio y cloruro®. En cambio el aumento de
volumen que ocurre durante el proceso de necrosis se debe al ingreso de sodio
a través de carriers de membrana y de canales catidnicos no selectivos
activados por estrés®',

Utilizando el plugin voxel counter de Imaged (ver materiales y métodos)
evaluamos volumen del nucleo y encontramos que, en promedio, el de las
células tratadas con H,0O, fue aproximadamente 5 veces mayor que el de las
células tratadas con UV (Fig. 19B). Ademas, en muchos casos, las células
tratadas con UV mostraron un nucleo fragmentado (Fig. 19A). Confirmamos
asi el tipo de muerte celular en cada caso.

A Apoptoética Necrotica
e
;

B 800+

Volumen nuclear (pm3)
=
b

| I

apoptéticas necroticas

Figura 19. Generacion de células apoptoticas y necroéticas in vitro.
(A) Célula MDCK apoptotica tardia (izquierda) y necrotica (derecha),
generadas por exposicion a luz UV y tratamiento con H,0,,
respectivamente. Las células se tineron con Anexina V-Alexa 488 (verde)
y los nucleos con ioduro de propidio (rojo). Barra de escala 5 ym. (B)
Volumen nuclear en micrémetros cibicos (um?®) de células apoptéticas y
necroticas (N=3). Se evaluaron 70 células totales. Prueba t de Student.
****p<0,0001.
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Para evaluar entonces, adhesién a células necroéticas, se utilizd el protocolo
descripto y luego las células, se tieron con anexina V-alexa 488 y se
agregaron, justo antes de la infeccibn, a una monocapa de células MDCK
polarizada crecida sobre un cubreobjetos de vidrio. Como podemos observar
en la figura 20, P. aeruginosa adhiere también sobre estas células. Concluimos
que P. aeruginosa adhiere sobre células muertas independientemente del
mecanismo por el cual dichas células murieron.

Figura 20. P. aeruginosa adhiere también sobre células necroticas.
Células necréticas generadas in vitro por tratamiento con H,O, se tifieron con
Anexina V-Alexa 488 (verde) y se agregaron a una monocapa de células
MDCK previo a infectar con PAK-mCherry (rojo). Barra de escala: 10 um.
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4. Resultados. Segunda parte

Como se explico en la introduccién, trabajo previo de nuestro grupo determind
que la formaciéon de los agregados sobre la superficie epitelial ocurria en el
orden de minutos por el reclutamiento de bacterias que nadaban impulsadas
por el flagelo. Es decir que el fenémeno en estudio representa una transicion
del estado plancténico al multicelular sumamente rapida e inducida, de alguna
manera, por la presencia de las células hospedadoras. Por lo reportado en la
primer parte de esta tesis, sabemos que es especificamente sobre la superficie
de las células muertas donde se produce el reclutamiento de las bacterias.

A partir de estas observaciones, nos plantemos dos preguntas:

e ;CbOmo localiza P. aeruginosa a las células apoptéticas?

e ;Qué moléculas median la adhesion de P. aeruginosa a las células
apoptoéticas?

¢ Como localiza P. aeruginosa a las células apoptéticas?

Para tratar de responder esta pregunta, nos planteamos dos escenarios
posibles. Un escenario estocastico en el cual las bacterias que estan nadando
chocan aleatoriamente con una célula apoptotica y se adhieren. O un escenario
quimiotactico, en el cual las células apoptéticas liberan alguna sustancia
atractante, formandose un gradiente que direcciona hacia ellas a las bacterias.

4.1. P. aeruginosa localiza las células apoptéticas propulsada por el
flagelo

En una primera instancia quisimos corroborar que fuera efectivamente el
flagelo quien provee la motilidad que acerca las bacterias a las células
apoptoticas extruidas. El flagelo es un apéndice que funciona como un
propulsor helicoidal, el cual rota y le provee motilidad a la bacteria generando
un movimiento conocido como swimminggz. Ademas, como se describid
anteriormente, el proceso de quimiotaxis es dependiente del nado propulsado
por flagelo.

Realizamos entonces infecciones con PAK wt y con la cepa mutante de flagelo
PAK FIliC™ (multiplicidad de infeccion=20, 1hora) sobre monocapas de células
MDCK polarizadas. La mutante Flic- es una cepa no métil, ya que no tiene
flagelo funcional. EI gen flic codifica para la proteina flagelina, la cual es el
principal componente del flagelo bacteriano.
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Adquirimos imagenes de 10 campos por condicion y realizamos tres
experimentos independientes.

Cuantificamos el numero de bacterias adheridas a células apoptéticas.
Encontramos una disminucién de aproximadamente un 98% en la adhesion de
PAK Flic- a células apoptéticas con respecto a la adhesiéon de PAK wt (Fig
21B). Practicamente no se observd adhesion a las células apoptoticas con la
mutante PAK Flic- (Fig. 21A). Podemos concluir que el flagelo provee la
motilidad necesaria para que las bacterias puedan llegar a las células
apoptoticas. No podemos descartar sin embargo, que el flagelo actue ademas
como adhesina, y que esta funcién contribuya al fenotipo observado.
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Figura 21. EIl flagelo
propulsa a P.
aeruginosa hacia las
células apoptoéticas
extruidas. (A)
Proyecciones de planos
en el eje Z que muestran
bacterias adheridas a
células apoptoticas
extruidas. (B) Porcentaje
de bacterias sobre
células apoptoticas para
las cepas PAK wt y PAK
Flic-. Datos presentados
como MediatError
estandar. N=3. ** p<0,01.
Prueba t de Student.
Barras de escala: 5 pm.
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4.2. Mutantes de quimiotaxis forman agregados sobre células
apoptoticas extruidas

La primera aproximacién que utilizamos para testear si la quimiotaxis estaba
involucrada, fue evaluar formacién de agregados en cepas mutantes. Estas
mutantes, cedidas gentilmente por la Dra. Caroline S. Harwood, estan
construidas en la cepa de Pseudomonas aeruginosa 0Ol (PAOI). En particular se
testearon las mutantes de delecién: AcheA, AcheY o AcheZ. Los genes
deletados codifican para proteinas de la via de quimiotaxis dependiente de
flagelo.

Como se explicd en la introduccién, a través de una cascada de sefalizacion,
estas proteinas che transmiten la respuesta sensada por los quimiorreceptores
en el exterior celular hacia el interior modificando o no el sentido de rotacion del
flagelo, lo que conduce a un movimiento exploratorio (‘random walk”) o, por €j.,
a un acercamiento hacia sustancias quimioatractantes (“biased random walk”).
Todas las sefales quimiotacticas sensadas por los quimiorreceptores
convergen en una misma via de senalizacion.

Infectamos monocapas de células MDCK polarizadas con PAOI mCherry, PAOI
AcheA mCherry, PAOI AcheY mCherry y PAOlI AcheZ mCherry (multiplicidad de
infecciéon=20, 1hora). Se adquirieron imagenes de 10 campos por condicion y
se realizaron tres experimentos independientes. Aclaracién: Habiamos
corroborado previamente que la cepa wt (PAOl mCherry) formaba agregados
sobre células apoptéticas extruidas.

No se observaron diferencias significativas entre las cepas mutantes (AcheA,
AcheY y AcheZ) y la cepa wt (PAOI) (Fig. 22).
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Figura 22. Mutantes de quimiotaxis agregan sobre células apoptéticas extruidas.
(A) Planos mostrando agregados de las distintas cepas. AnexinaV (verde), bacterias
(rojo), faloidina (azul). Barra de escala 10 um. (B) Numero promedio de bacterias por
célula apoptética. Se analizaron 10 campos por cepa y se realizaron 3 experimentos
independientes. Datos presentados como Media = Error estandar. N=3. No se
encontraron diferencias significativas. Analisis de la varianza de un factor.

Medir quimiotaxis en general conlleva cierta dificultad. Mas complejo aun
resulta evidenciar la necesidad de quimiotaxis para un proceso infectivo.
Decidimos entonces utilizar otra aproximacion. Nos propusimos ensayar, en
condiciones mas controladas, si el medio de cultivo condicionado por células
apoptoticas era quimioatractante.
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4.3. Evaluacion del medio condicionado por células apoptéticas como
quimioatractante

El método que elegimos para medir quimiotaxis es similar al ensayo del capilar
descrito por Adler. Este ensayo del capilar modificado consiste en lo siguiente:
se ponen en contacto jeringas cargadas con la solucion quimioatractante con
un tip que contiene una suspension de bacterias. Se forma un gradiente de
concentracion a lo largo del sistema tip-jeringa, asi, en el tip se localiza la zona
de menor concentracion y en el interior de la jeringa la zona de mayor
concentracion del gradiente. Si la solucion ensayada resulta quimioatractante,
las bacterias nadan desde el tip hacia la jeringa siguiendo el camino del
gradiente. Luego de un tiempo de incubacion se desarma el sistema, se
realizan diluciones seriadas del contenido de las jeringas y se determina el
numero de bacterias por recuento en placa de agar.

Una de las ventajas de este método es la posibilidad de ensayar varias
muestras simultaneamente. Los tips pueden ser colocados formando una fila
sobre un soporte permitiendo insertar facilmente las jeringas una tras otra. El
ensayo con jeringas es sencillo de realizar y utiliza materiales no costosos.

Para comenzar decidimos ajustar las condiciones del ensayo de quimiotaxis
con jeringas usando una solucion de un quimioatractante ya probado. En este
caso usamos una solucién de succinato. P. aeruginosa usa preferencialmente
acidos organicos dicarboxilados de 4 carbonos, tales como malato, fumarato y
en particular succinato como fuente de carbono y energia® ** *. En P.
aeruginosa se han identificado dos sistemas Dct sensores y transportadores de
acidos organicos dicarboxilados de 4 carbonos, un sistema de baja afinidad
(DctA) que funciona en concentraciones del orden mM y un sistema de alta
afinidad (DctPQM) que es efectivo en el orden pM *°.

Se cargaron jeringas de 1 ml con una solucién de succinato 10 mM en caldo
M9. Las jeringas cargadas se enfrentaron a una suspension de P. aeruginosa
en caldo M9 contenida en un tip (10° bacterias).

Los datos de los recuentos de colonias mostraron mucha dispersion. Tratando
de disminuir dicha dispersion, cada ensayo se repitid6 tres veces y cada
condicién dentro de cada ensayo se realiz6 por quintuplicado.

Los datos de recuentos de colonias se analizaron mediante un analisis de la
varianza. Elegimos este modelo estadistico por algunas razones que veremos
a continuacion. Los datos de recuento de colonias representan una variable
cuantitativa. El analisis de la varianza se puede aplicar a esta clase de datos,
cuando buscamos detectar diferencias entre mas de dos tratamientos. El
analisis de la varianza es una prueba estadistica paramétrica. Estas pruebas
estadisticas a diferencia de las no paramétricas suponen una distribuciéon de
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probabilidad para la variable respuesta. Las pruebas paramétricas poseen mas
potencia que su equivalente prueba no paramétrica, es decir, a mas potencia
mayor capacidad tiene la prueba estadistica para detectar diferencias entre
tratamientos.

Observamos que los datos tenian mucha variabilidad. Esto representa un
problema, porque para aplicar un analisis de la varianza los tratamientos deben
tener similar dispersion. Para ello transformamos los datos aplicando raiz
cubica. El analisis de la varianza se realizd mediante el software R. Se
considero un solo factor fijo, un factor aleatorio y una variable respuesta. De
acuerdo al ensayo el factor fijo es la cepa de P. aeruginosa (PAK wt, PAOI wt,
PAOI AcheA, PAOlI AcheZ, PAK Flic-) o el medio (MEM sin suero, medio
condicionado o medio no condicionado). El factor aleatorio representa la
cantidad de experimentos independientes (tres experimentos independientes).
Incluir el factor experimento como un factor aleatorio permite poner a prueba si
réplicas de experimentos independientes difieren entre si, y si asi fuese se
podria determinar cuanto contribuye dicho factor a la variabilidad total del
ensayo. La variable respuesta es el dato de recuento de colonias transformado
con raiz cubica. En el planteo de este analisis estadistico consultamos al Lic.
Ricardo Bello, quien nos sugiri6 como plantear el modelo de analisis de la
varianza.

En todos los ensayos las réplicas independientes de los experimentos no
resultaron significativamente diferentes entre si.

Los datos transformados se representaron en graficos de caja y bigote. En este
tipo de graficos, la caja representa el rango intercuartilico. El rango
intercuartilico comprende el 50% de los datos. El extremo superior de la caja
representa el valor del tercer cuartil que corresponde con el valor que acumula
el 75% de los datos, mientras que el extremo inferior de la caja representa el
primer cuartil que corresponde con el valor que acumula el 25% de los datos.
Dentro de la caja la linea representa el valor de la mediana, mientras que el
punto cuadrado representa el valor de la media. El extremo del bigote superior
representa el valor maximo del conjunto de datos, mientras que el extremo del
bigote inferior representa el valor minimo del conjunto de datos.

Como se esperaba, tanto la cepa AcheA como la AcheZ mostraron
incapacidad de responder al gradiente del atractante (Fig.23A y 23B
respectivamente), aunque AcheA mostré un fenotipo menos contundente.

La cepa PAK Flic- se incluyé como control negativo. Asi, la cepa Flic- es
incapaz de nadar y seguir un gradiente de concentracion. Se obtuvo un
recuento significativamente menor para la cepa Flic- comparada con PAK (Fig.
23B). La cepa mutante Flic- fue hecha a partir de PAK, mientras que las
mutantes de quimiotaxis (AcheA y AcheZ) fueron hechas a partir de PAOI, por
eso incluimos las dos cepas wt.

63



Para corroborar que las diferencias que observamos entre las cepas mutantes
de quimiotaxis y la cepa wt se debian especificamente a la capacidad de
sensar gradientes, estudiamos el comportamiento de la cepa mutante de
quimiotaxis AcheZ, la mutante Flic- y la cepas wt (PAK y PAOI) bajo una
condicion en la que no hubiese gradiente. Para ello, las jeringas y los tips con
bacterias se cargaron con la solucion de succinato 10 mM. Bajo estas
condiciones no se observaron diferencias entre las cepas (Fig. 23C).

La cepa Flic- en la condicion sin gradiente muestra un recuento similar a las
cepas motiles (AcheZ y cepas wt). En estas condiciones podria ocurrir
desplazamiento de bacterias por difusion desde una zona de mayor
concentraciéon de bacterias (tip) hacia una zona de menor concentracion de
bacterias (interior de la jeringa). Asi podriamos pensar que si el tiempo es
suficiente tanto las bacterias motiles como no motiles podrian desplazarse
desde el tip hacia la jeringa.

Concluimos que la utilizacién del sistema jeringa-tip acompanado de un
tratamiento estadistico adecuado, posibilita medir la respuesta quimiotactica de
P. aeruginosa en respuesta a un gradiente de atractante.
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Figura 23. P. aeruginosa
muestra respuesta
quimiotactica en un gradiente
de succinato. (A) UFC (unidades
formadoras de colonias) para la
cepas PAOI AcheA y PAOI,
enfrentadas succinato 10 mM
como quimioatractante (N=4). (B)
UFC para la cepa PAOI AcheZ,
PAOI, PAK Flicc y PAK,
enfrentadas a succinato 10mM
como quimioatractante (N=3). (C)
UFC para la cepas PAOI-Ig
AcheZ, PAOI-lg, PAK Flic’ y PAK,
en ausencia de gradiente de
quimioatractante (N=3). Analisis
de la varianza de dos factores
(ver detalles en texto). En el
graficoB los contrastes a
posteriori se llevaron a cabo con
la prueba de Tukey. *p<0,05 ,
**p<0,01, ***p<0,001.
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En este punto retomamos el experimento para testear nuestra hipotesis
original: P. aeruginosa localiza las células apoptéticas a través del sensado de
sustancias atractantes liberadas por estas ultimas.

Repetimos entonces el ensayo usando medio condicionado por las células
apoptéticas. Generamos células apoptéticas in vitro y mediante centrifugacion
separamos las células apoptoticas del medio. Para ello células MDCK
tripsinizadas fueron suspendidas en medio MEM sin suero, expuestas a luz UV
e incubadas en estufa gaseada por 12h. Cosechamos el medio y separamos
las células apoptéticas del medio por centrifugacion.

Cabe aclarar que todas las infecciones con P. aeruginosa sobre monocapas
de células epiteliales que hemos visto hasta aqui las hicimos en medio MEM
sin suero y es exactamente bajo dicha condicibn que vemos formacion de
agregados en nuestros experimentos. El sobrenadante obtenido, el cual
llamaremos medio condicionado contendria el o los posibles atractantes
liberados por las células apoptéticas.

Como soluciones control utilizamos MEM sin suero y medio de cultivo
proveniente de células vivas tripsinizadas. Para ello se crecieron células
MDCK, se tripsinizaron y se separaron las células del medio por centrifugaciéon
(medio no condicionado).

Se suspendieron 10° bacterias en medio MEM sin suero y se lo colocd en un
tip. Las jeringas se cargaron con MEM sin suero, medio no condicionado o
medio condicionado.

En un primer ensayo expusimos a la cepa wt a MEM sin suero, medio no
condicionado y condicionado. No observamos diferencias en el recuento de
bacterias provenientes de la jeringa entre estos tres grupos (Fig. 24A).
Ademas, cuando expusimos a la cepa wt y a la cepa AcheZ a medio
condicionado, tampoco observamos diferencias entre ellas (Fig. 24B).
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Figura 24. P. aeruginosa enfrentada a un gradiente de medio condicionado
por células apoptoticas. (A) UFC para la cepa PAOI wt enfrentada a MEM sin
suero, medio no condicionado (medio que contenia células vivas) y medio
condicionado (medio que contenia células apoptoéticas) (N=3). (B) UFC para las
cepas PAOlI wt y PAOI AcheZ enfrentadas a medio condicionado por células
apoptoticas (N=3). Analisis de la varianza de dos factores (ver explicacion en
texto). No se encontraron diferencias significativas.

Al encontrarnos con un resultado negativo, y dado que el planteo experimental
implicaba varias asunciones, fue dificil sacar conclusiones. La hipotesis que
queriamos testear era si las células apoptoticas generaban un gradiente al cual
las bacterias respondian quimiotacticamente. Pero aun si éste fuera el caso, no
era claro si en este planteo experimental ese gradiente se reproduciria. Y aun
si asi fuera, tampoco era claro si la sensibilidad del sistema era suficiente para
sensarlo. De hecho, habiamos visto que aun realizando el ensayo con una
sustancia atractante bien probada como el succinato, y con un gradiente de
concentracion de valores establecidos, medir respuesta quimiotactica no habia
sido sencillo.

Podria ser que el método de aislar el medio condicionado y trasladar dicho
gradiente al ensayo de las jeringas altere la composicién del mismo. Si las
sustancias atractantes liberadas por las células apoptéticas fuesen labiles
podrian degradarse durante el procedimiento. También podria ser que el
gradiente de sustancias atractantes generado sea mantenido como tal, de
manera activa in vivo por las células apoptéticas que liberan las posibles
sustancias atractantes de manera sostenida en el tiempo. Decidimos entonces
emplear una aproximacion diferente que se detalla en la préxima seccion.
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4.4. Dinamica de la formacion de los agregados

Como hemos visto, el intento de aislar el posible gradiente de sustancias
atractantes y medir quimiotaxis en un sistema controlado, aproximacion que ha
resultado exitosa en otros casos °’ ®' no arroj6 resultados concluyentes en el
nuestro. Como mencionamos en la introduccién, la complementacion de datos
empiricos con modelos tedricos, ha permitido en ocasiones sortear dificultades
experimentales y avanzar en el estudio de fenbmenos quimiotacticos.

Decidimos entonces, abordar una aproximacion tedrico-experimental. Pero
para esto decidimos estudiar la dinamica de formacion de los agregados.
Sabiamos que el proceso implicaba el reclutamiento sumamente rapido de un
alto numero de bacterias planctonicas (en el orden de cientos) que se
inmovilizaban a medida que se adherian a la superficie de la célula blanco.
Consideramos entonces que tal vez, el analisis de parametros tales como la
cinética de la incorporacion de bacterias sobre la célula blanco, o la forma que
va tomando el agregado, podian dar informacién sobre el mecanismo mediante
el cual las bacterias localizan dicha célula.

Esta etapa del trabajo fue co-conducida por el Dr. Fernando Peruani (co-
director de este trabajo de tesis) quien dirige el grupo de Fisica de Sistemas
Bioldgicos, en Niza, Francia (https://math.unice.fr/~peruani/research.html).
Este grupo utiliza herramientas de la fisica tedrica para entender sistemas
biolégicos complejos. Una de sus tematicas de estudio es la quimiotaxis
bacteriana en el contexto de interaccidén con las células hospedadoras.

La idea fue entonces generar modelos que simularan la formacion de
agregados en presencia o ausencia de quimiotaxis y medir in silico ciertos
parametros de manera de evaluar si los mismos resultaban sensibles a los
distintos mecanismos de encuentro de la célula blanco. Luego estos
parametros serian evaluados en datos experimentales.

Nuestra hipotesis de trabajo fue que la evolucion temporal de la masa del
agregado asi como la forma del mismo serian diferentes si las bacterias
localizaran a la célula apoptoética usando una estrategia quimiotactica de si la
localizaran siguiendo un recorrido aleatorio (“random walk”).

4.4.1. Obtencion de la data in silico

4.41.1. Generacion del modelo

Para simplificar se planted un modelo en dos dimensiones. Y se establecieron
una serie de condiciones: las bacterias se adhieren a una célula apoptética de
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10 ym de diametro, localizada en el centro de la ventana de observacion. Las
bacterias son liberadas a 30 um de la célula. Ademas aquellas bacterias que
contactan otra bacteria ya adherida a la célula apoptética, quedan adheridas
también. Se adopté un modelo de motilidad en el cual la bacteria nada cierto
tiempo y cambia de direccion. Ademas la bacteria se la considera una particula
autopropulsada que puede desplazarse a velocidad constante.

Las bacterias no quimiotacticas so6lo presentan fluctuaciones en su movimiento
debido al ruido térmico y bioldgico intrinseco del sistema. Las trayectorias que
describen no son rectas y sélo se mueven en linea recta por distancias cortas
que comprenden entre 0,5 hasta 2 ym. El encuentro de las bacterias no
quimiotacticas con la célula apoptotica es un evento aleatorio.

Las bacterias quimiotacticas presentan las mismas fluctuaciones intrinsecas del
sistema, pero ademas son capaces de seguir un camino sesgado hacia las
células apoptoticas. Modelamos a estas bacterias como particulas
autopropulsadas equipadas con un tipo de brujula que les permite dirigir su
direccion de movimiento hacia la célula apoptética. En la figura 25 podemos
observar el resultado de ambas simulaciones. En los siguientes links se
muestran las animaciones del modelo:

Quimiotactico: https://youtu.be/-6Hbdgadghk

Estocastico: https://youtu.be/CiYXQTmIIYE

K

+

Quimiotactico Estocastico

Figura 25. El mecanismo mediante el cual las bacterias localizan a la célula
apoptotica afecta a la forma del agregado.
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4.4.1.2. Forma de los agregados

Los resultados de las simulaciones muestran que los agregados formados bajo
el modelo quimiotactico adquieren forma circular y compacta, mientras que las
bacterias bajo el modelo estocastico forman agregados que tienen una
estructura arborizada.

Pero en realidad, el crecimiento de los agregados reales es limitado, es decir,
no crecen indefinidamente sino que en un punto dejan de incorporar bacterias.
Decidimos entonces emular en el modelo esta limitacion del crecimiento
limitando el numero inicial de bacterias, de manera que s6lo formen una o dos
capas rodeando la célula apoptética. En estas condiciones ya no se aprecian
diferencias en la forma de los agregados formados por bacterias quimiotacticas
y no quimiotacticas (Fig. 26). Es decir, que para que pueda usarse este
parametro para distinguir entre un mecanismo y otro, es necesario que los
agregados estén conformados por multiples capas.

En el siguiente link se muestran las animaciones donde se limité el numero de
bacterias iniciales:

Quimiotactico: https://youtu.be/izPa8Dox\W1g

Estocastico: https://youtu.be/tNintVgRJIQ
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Quimiotactico Estocastico

Figura 26. La forma del agregado formado por bacterias quimiotacticas y no
quimiotacticas no difiere si se limita el nimero inicial de bacterias.
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4.4.1.3. Evolucion de la masa del agregado

Luego, utilizando nuevamente el modelo sin limitacién inicial del numero de
bacterias, evaluamos la evolucion de la masa del agregado. Es decir, el
numero de bacterias que se incorporan al agregado en funcién del tiempo. La
forma funcional de la curva promedio resultdé diferente segun se trate de
bacterias quimiotacticas o no quimiotacticas (Fig. 27A). Cabe aclarar que este
parametro presenta mayores fluctuaciones para el caso de bacterias no
quimiotacticas (Fig. 27B). Esto se hizo evidente al comparar 100 simulaciones
para cada caso.
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Figura 27. Evolucion temporal de la masa del agregado para bacterias
quimiotacticas y no quimiotacticas sin limitacion en el numero inicial de
bacterias. A) Curvas promedio para ambos tipos de bacterias obtenidas a partir de
100 experimentos in silico. B) Curvas que muestran las 100 simulaciones para ambos
tipos de bacterias.
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En una siguiente etapa, repetimos nuevamente estos experimentos in silico,
pero emulando la limitacion del crecimiento del agregado. Sélo que esta vez, lo
hicimos estableciendo como condicién inicial que sélo quedaran adheridas
aquellas bacterias que contacten la célula apoptética. Volvimos a realizar 100
simulaciones para cada condicién y graficamos la evolucién de la masa del
agregado (Fig. 28).

Confirmamos que las curvas tienen diferente cinética. Algo interesante que se
observa (y que no se apreciaba tanto cuando no se limit6 el crecimiento, Fig.
27) es que el numero total de bacterias incorporadas por agregado, es algo
mas bajo en el caso del proceso no quimiotactico (Fig. 28).

Esto parece deberse a que el acomodamiento de las bacterias sobre la
superficie celular, resulta mas ordenado y compacto en condiciones de
quimiotaxis.
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Figura 28. Evolucion temporal de la masa del agregado para bacterias
quimiotacticas y no quimiotacticas emulando limitacién en el crecimiento
del agregado. Curvas promedio para bacterias quimiotacticas (curva roja) y
para bacterias no quimiotacticas (curva negra) obtenidas a partir de 100
experimentos in silico.

Proponemos entonces que la forma y la evoluciéon de la masa del agregado en
funcién del tiempo son parametros que se diferencian segun opere un
mecanismo quimiotactico o uno estocastico y por lo tanto podrian ser utilizados
para indagar si P. aeruginosa localiza a las células apoptoticas siguiendo uno u
otro mecanismo.
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4.4.2. Obtencion de la data experimental

Para obtener los datos experimentales realizamos un seguimiento in vivo de la
formacion de los agregados por microscopia confocal. Este tipo de seguimiento
permite evaluar la forma tridimensional que va adquiriendo el agregado y
observar el posicionamiento de las bacterias individuales de forma muy
detallada. Ademas permite estudiar de manera precisa como cambia el tamafio
del agregado en el tiempo.

Usamos células MDCK polarizadas crecidas en placas de 35 mm con un
cubreobjetos de vidrio en el fondo. Para visualizar facilmente las células
apoptoéticas teidimos con Anexina V- Alexa 647. Una vez bajo el microscopio
elegimos un sitio donde hubiera una (o de ser posible mas) célula apoptotica
extruida. Se establecié el principio del stack en la parte apical de la célula
apoptética y el final en la parte basal de la misma (cercana al epitelio). Se
muestra un esquema en la figura 29.

--------------------- APICAL

Figura 29. Nomenclatura

=== ECUATORIAL para definir la ubicacion de
los planos xy a lo largo del
eje z.

Una vez definidas las dimensiones del stack, infectamos con PAOI wt o PAOI
AcheA expresando GFP (multiplicidad de infeccion=20) e inmediatamente
después comenzamos la adquisicion de imagenes esperando que sobre la
célula elegida se formase un agregado. El tiempo de adquisicién de cada stack
fue de aproximadamente 26 segundos. Cada stack esta compuesto por 10
planos xy. Se estableci6 un tiempo total de adquisicidon de 17 minutos, es decir
que cada video termin6 conteniendo 40 stacks de imagenes.

En un principio intentamos realizar los experimentos in vivo con un microscopio
de epifluorescencia que tiene una camara con control de temperatura.
Frecuentemente durante la adquisicion el agregado salia del plano focal.
Ademas, los datos obtenidos con el microscopio de epifluorescencia no tenian
una buena relacién senal ruido. Determinamos una relacion sefal ruido
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promedio para videos adquiridos por microscopia confocal de fluorescencia
(aproximadamente 4,5) y para microscopia de epifluorescencia
(aproximadamente 2,1). Asi obtuvimos que la relacion sefal ruido es
aproximadamente un 53% mejor trabajando con microscopia confocal. Asi
decidimos trabajar con microscopia confocal no solo porque ofrece una mejor
relacion sefal ruido, sino que también permite evaluar la forma tridimensional
del agregado y como cambia su tamano en funcion del tiempo.

El microscopio confocal de fluorescencia no posee camara de control de
temperatura, pero previamente corroboramos que los agregados se forman a
temperatura ambiente (22°C).

En la figura 30 se muestra una serie de reconstrucciones 3D que ilustran
distintas etapas en la formacion de un agregado. Cada reconstrucciéon 3D se
gener6 a partir de los 10 planos xy correspondientes al stack de ese tiempo
particular

Figura 30. Reconstrucciones 3D de distintos momentos en la formacién de
un agregado. En el margen superior izquierdo se indica el tiempo en segundos.
PAOI wt (verde). Célula apoptética (azul).
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A partir de estas reconstrucciones pudimos apreciar que las bacterias cubren
casi por completo la superficie de la célula apoptotica y que esto parece ocurrir
en forma homogénea, es decir, no pareciera que una parte de la superficie de
la célula se cubra primero y luego se empiecen a cubrir otras. En estas
reconstrucciones sin embargo, no es posible apreciar claramente el numero de
capas de bacterias que rodean a la célula apoptética. Como veremos a
continuacion, eso se visualiza bien en los planos xy.

En la figura 31 se muestra un plano ecuatorial del mismo agregado a lo largo
del tiempo.

Figura 31. Montaje de imagenes para un agregado de PAOI wt. Se muestra un
plano xy ecuatorial en el tiempo. En el margen superior izquierdo se indica el tiempo
en segundos. PAOI wt (verde). Célula apoptética (azul). Barra de escala: 4 pm.
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En estas micrografias, puede apreciarse muy bien la disposicién espacial que
toman las bacterias al incorporarse al agregado. En los siguientes links:

Agregados PAOI wt video 1:  https://youtu.be/PEFaKQ4eVeM

Agregado PAOI wt video 2:  https://youtu.be/9u4ITCRCFb8

Agregados PAOI wt video3:  https://youtu.be/dAyThi-ZxYU

Agregado AcheA video 1: https://youtu.be/OwokNF-L6sl

Agregado AcheA video 2: https://youtu.be/phKc1gH1i6A

se muestran ejemplos de algunos videos de la formacién de agregados (se
muestra siempre el plano ecuatorial) de PAOI wt y PAOI AcheA. En el extremo
superior izquierdo de los videos se indica el tiempo en segundos.

Una primera conclusion fue que no se observan diferencias obvias en la forma
de los agregados formados por bacterias quimiotacticas (PAOI wt) y bacterias
mutantes de quimiotaxis (PAOI AcheA).

Pero segun habiamos visto en el modelo matematico, con pocas capas no era
posible apreciar esta diferencia. Experimentalmente observamos que las
bacterias se adhieren sobre la célula apoptética y también ocurre adhesion
bacteria-bacteria, pero como maximo observamos hasta 3 capas de bacterias.
Asi descartamos el estudio de la forma del agregado como estrategia para
discernir si las bacterias localizan a la célula apoptética siguiendo una
estrategia quimiotactica o estocastica.

En total adquirimos 32 videos. Luego procedimos a seleccionarlos segun
ciertos parametros de calidad. Se descartaron por ejemplo aquellos videos en
los cuales la célula apoptética se moviod durante la adquisicién, o aquellos en
que el agregado ya estaba semi-formado cuando comenzd la adquisicién, etc.
Nos quedamos finalmente con 26 videos (13 wt y 13 AcheA) para los estudios
subsiguientes.

A partir de estos videos cuantificamos la intensidad de fluorescencia para cada
tiempo. Brevemente, trabajando con el Imaged, nos quedamos con el canal de
las bacterias y realizamos una proyeccibn de suma de intensidad de
fluorescencia. Esta funcion suma la intensidad de cada pixel en una
determinada posicidén en el plano xy a lo largo del eje z. Una vez aplicada dicha
funcion, cada tiempo estara representado por una sola imagen. Luego
cuantificamos la intensidad de fluorescencia integrada de cada una de estas
imagenes mediante un macro (ver materiales y métodos). Luego normalizamos
los valores de intensidad de fluorescencia con respecto al valor maximo
(intensidad de fluorescencia normalizada). En la figura 32 se muestran
ejemplos de curvas de intensidad de fluorescencia normalizada en funcién del
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tiempo para PAOI wt y PAOI AcheA (Fig. 32A). Tipicamente las curvas muestran
una fase lag, donde no hay crecimiento. La fluorescencia en esta etapa no es
cero, y efectivamente vemos que hay unas pocas bacterias adheridas. Luego, a
partir de un momento las bacterias empiezan a adherirse masivamente (fase de
crecimiento Fig. 32B) y en un momento dejan de hacerlo y la intensidad se
mantiene constante.
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Figura 32. Ejemplos de curvas de intensidad de fluorescencia normalizada en
funcion del tiempo. A) Curvas para las cepas PAOI wt(verde) y PAOI AcheA (azul).
B) Curva de la formacion de un agregado de PAOI AcheA. Se representa con
puntos verdes la fase de crecimiento de la curva.

Las razones por la que se genera la fase lag o por la que el agregado deja de
crecer en un determinado punto no la sabemos, pero discutiremos mas
adelante algunas consideraciones al respecto.

Teniendo esta informacién, nos preguntamos si las fases de crecimiento de
estas curvas serian distintas para bacterias wt y bacterias no quimiotacticas. En
la figura 33 estan representadas las 26 curvas obtenidas. Se muestran las
curvas de los agregados formados por PAOI wt (verde) y por PAOI AcheA
(azul). Podemos observar que las curvas tienen forma similar. Sin embargo los
agregados formados por PAOI wt entran mas rapido en fase de crecimiento que
los agregados formados por PAOI AcheA. Pareciera que las bacterias wt se
incorporarian mas rapido al agregado que las bacterias mutantes de
quimiotaxis.
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En un principio estimamos la tasa de crecimiento promedio para los agregados
de PAOI wt y de PAOI AcheA. La tasa de crecimiento del agregado indica la
masa de bacterias que se incorporan al agregado en un determinado intervalo
de tiempo. La expresamos como el cociente entre la variacion en la intensidad
de fluorescencia normalizada en un lapso de tiempo dado.

Para cada agregado graficamos la intensidad de fluorescencia normalizada en
funciéon del tiempo. Tomamos la fase de crecimiento de cada una de esas
curvas y realizamos una regresion lineal con esos datos. La tasa de
crecimiento del agregado es la pendiente obtenida de esa regresion lineal.

Realizamos este proceso para las 26 curvas. Observamos que la tasa de
crecimiento promedio para los agregados de PAOI wt es significativamente
mayor (aproximadamente un 36 % mayor) que la tasa de crecimiento promedio
para los agregados de PAOI AcheA (Fig. 34). Es decir, que las bacterias
quimiotacticas se incorporan mas rapido al agregado.
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Luego convertimos las curvas de intensidad de fluorescencia en funcion del
tiempo de los 26 agregados en curvas de numero de bacterias en funcién del
tiempo. Para ello realizamos el cociente entre los datos de intensidad de
fluorescencia y la intensidad de fluorescencia promedio para una bacteria. En
la figura 35 se muestran las curvas obtenidas para los agregados formados por
PAOI wt (verde) y PAOI AcheA (azul). Observamos una tendencia que los
agregados formados por las bacterias wt son mas grandes que aquellos
formados por bacterias AcheA. Con el modelo matematico (limitando el
crecimiento del agregado) habiamos observado que el numero total de
bacterias incorporadas por agregado, es algo mas bajo en el caso del proceso
no quimiotactico. Determinamos el tamafio promedio final para los agregados
formados por las bacterias wt (141,8 £20,03) y por bacterias mutantes
(118,4+14,03). Si bien estos valores no resultaron significativamente diferentes,
es interesante que la tendencia que se observa sea coincidente con lo que se
vio en el modelo.

300+
3 2404 t'\‘” . "
s _',", nliiieg Figura 35. Curvas de numero
= .l"' """'.'.3'.‘% de bacterias en funcién del
o 1804 ." ' . '. .

LI, ... tasgts e tiempo para las cepas PAOI wt
§ 1204 : :2-'-“"' m,,m, (verde) y PAOI AcheA (azul).
) . : ’ "-’" K‘Qf"‘ T Se graficaron las curvas
§ 60+ s ':.g:u{h}}.'zu" correspondientes a 13 videos
< i e, para cada cepa.

0 “:‘ — L] L] L
0 200 400 600 800 1000 1200

Tiempo (segundos)

Luego comparamos las curvas de numero de bacterias en funcién del tiempo
para ambas cepas mediante la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov
(prueba KS). Se trata de una prueba estadistica no paramétrica que permite
comparar las funciones de distribucion empiricas de dos muestras. La hipotesis
nula de la prueba establece que ambas muestras pertenecen a la misma
poblacion, es decir que poseen la misma distribucion.

Anteriormente comparamos solamente las fases de crecimiento de las curvas
para PAOlI wt y PAOI AcheA. Aplicando la prueba de KS comparamos las
funciones de distribucibn en toda su extensién. Asi las funciones de
incorporacion de bacterias en funcion del tiempo para PAOI wt y PAOI AcheA
resultaron significativamente distintas (****p<0,0001).
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Para corroborar que la diferencia observada en la cinética de formacion de los
agregados no se debiera a que las bacterias quimiotacticas nadan mas rapido
que las bacterias mutantes, medimos la velocidad de nado de PAOI wt y PAOI
AcheA.

Para ello sembramos 10 bacterias contenidas en 20 pl de MEM suplementado
con HEPES 20mM sobre un cubreobjetos de vidrio (placas de 35 mm con un
cubreobjetos de vidrio en el fondo). Elegimos un plano focal cercano a la
superficie del cubreobjetos de vidrio. Adquirimos 10 imagenes por segundo
durante 100 segundos (1000 imagenes totales) para PAOlI wt y para PAOI
AcheA.

A partir de dichos videos medimos la velocidad de nado de las bacterias. En los
siguientes links:

PAOI wt: https://youtu.be/uYRz83K Wps

PAOI AcheA: https://youtu.be/7F3axezMWkw

se muestra un video para PAOI wt y otro para PAOI AcheA.

Trabajando con el plugin Manual Tracking de ImageJ seguimos individualmente
a distintas bacterias. Asi pudimos reconstruir la trayectoria descrita por las
bacterias. El plugin calcula la velocidad de la bacteria (um/s) como el cociente
entre la distancia recorrida y lapso de tiempo que le tomo recorrer esa
distancia.

Cabe aclarar que sélo es posible llevar a cabo este procedimiento si la bacteria
que se sigue se mantiene en el plano focal. El proceso de seguimiento culmina
cuando la bacteria se escapa del plano focal o cuando sale del campo.

Evaluamos 100 trayectorias para cada una de las cepas (PAOI wt y PAOI
AcheA). No encontramos diferencias significativas en la velocidad de nado para
PAOI wt (43,1£1,1 um/s) y PAOI AcheA (43,1£1,3 pm/s). El valor de velocidad
promedio que obtuvimos (aproximadamente 43 um/s) es similar al reportado
para las cepas PAOI y PAK de P. aeruginosa (aproximadamente 40 um/s) %.

Podemos concluir que las bacterias wt nadan con la misma velocidad que las
bacterias mutantes, es decir que la diferencia en la cinética de formacion
observada no se debia a una diferencia en la velocidad de nado.

A partir de estos resultados podemos decir, que si bien la quimiotaxis no es
imprescindible para que los agregados se formen (tanto las bacterias wt como
las mutantes forman agregados), en el proceso interviene algun componente
quimiotactico: la cinética de formacion, un parametro sensible a la presencia de
quimiotaxis segun vimos en el modelo teorico, es mas lenta en la mutante que
en la wt. A partir de estos resultados podemos pensar que P. aeruginosa
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localiza a las células apoptéticas mediante una estrategia estocastica con algun
componente quimiotactico.

Hasta aqui hemos investigado como P. aeruginosa localiza las células
apoptéticas. En la siguiente seccidbn indagaremos la pregunta: ¢Qué
moléculas median la adhesion de P. aeruginosa a las células apoptoticas?

4.5. El pilus tipo IV media la adhesion de P. aeruginosa sobre células
apoptoticas extruidas

El pilus tipo IV no solo interviene en la motilidad de P. aeruginosa sino que
también funciona como una adhesina.

El T4P media diversas funciones en las bacterias como la locomocién sobre
una superficie solida y la adhesion a células hospedadoras. En P. aeruginosa el
T4P es considerada la adhesina mas importante, encontrandose localizada en
el polo de la célula. Se trata de apéndices formados por polimeros de la
proteina pilina (codificada por el gen pilA), los cuales son capaces de retraerse
y extenderse sobre una superficie sélida generando un movimiento conocido
como twitching.

Si bien se ha reportado que el pilus tipo IV esta involucrado en la adhesion
sobre superficies bidticas y sobre células hospedadoras® %, no ha sido
reportado un rol de este apéndice en la adhesion sobre células muertas.
Entonces, nos preguntamos si el pilus tipo IV se encuentra involucrado en la

adhesion de P. aeruginosa a células apoptéticas.

Para responder esta pregunta se infectaron monocapas de células MDCK con
las cepas de P. aeruginosa (multiplicidad de infecciéon=20) PAK ApilA y PAK wt
por 1 hora. Las células apoptéticas extruidas fueron tedidas con AnexinaV-
Alexa488 previo a la infeccion. Se cuantifico el numero de bacterias adheridas
a células apoptoéticas extruidas. Practicamente no se observo adhesion en la
mutante PAK ApilA (Fig. 36A). Encontramos una disminucion de
aproximadamente un 93% en la adhesion de PAK ApilA a células apoptoticas
extruidas con respecto a la adhesion de PAK wt (Fig. 36B).

A partir de estos resultados podemos concluir que el pilus tipo IV funciona
como una adhesina que interviene en la adhesion de P. aeruginosa sobre
células apoptoéticas extruidas. Pero no podemos descartar la posibilidad que el
pilus tipo IV esté funcionando también como un apéndice que provee
locomocién. En una primera etapa, podria ocurrir que el T4P medie la adhesion
de P. aeruginosa sobre la base de las células apoptéticas en una zona cercana
a la superficie epitelial. Una vez adheridas las bacterias, el T4P podria proveer
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de locomocion a las mismas haciendo que estas suban y se desplacen sobre la

superficie de la célula apoptética.
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4.6. El tratamiento de células apoptéticas con proteasa modifica la
adhesion de P. aeruginosa

Para indagar sobre la naturaleza de la/s molécula/s que median la adhesion de
P. aeruginosa a células apoptoéticas, desde el lado de estas ultimas decidimos
tratar células apoptéticas generadas in vitro con DNAasal y proteasak.

Empleando un enfoque similar, Guzik et al observaron que leucocitos
polimorfonucleares apoptoticos tratados con tripsina no eran fagocitados por
macr(')fagosgg. También Cunin et al emplearon el mismo enfoque y trataron
células T Jurkat apoptoéticas con DNAasa, pronasa y glicosidasa para estudiar
la naturaleza de la union de la proteina Clu a células apoptoticas tardias'®.
Para abordar el objetivo planteado, generamos células apoptoéticas in vitro y las
tratamos o no (control) con proteasaK o con DNAasal.

Para corroborar que la proteasaK funcionase ex situ se incubaron muestras de
BSA con cantidades crecientes de enzima y dichas muestras se sembraron en
un SDS-PAGE. Se observa la escalera de degradacion de BSA para 0,006U de
proteasaK (Fig. 37A). Para corroborar que la proteasa funcionase in situ,
células MDCK apoptéticas generadas in vitro se trataron con proteasaK en las
condiciones descritas y se tifieron con anti gp135 y AnexinaV (Fig. 37B arriba).
Gp135 es una proteina de membrana que permanece localizada alli durante
todo el proceso de apoptosis. El anticuerpo anti gp135 reconoce la porcién N-
terminal de la proteina, la cual es extracelular. La marca de AnexinaV no se ve
afectada por el tratamiento con proteasakK, ya que esta se une a fosfatidilserina,
de naturaleza lipidica.

Mediante analisis de imagenes se cuantifico la intensidad de fluorescencia en
membrana de gp135 y de anexina V (ver detalles en materiales y métodos).

Se grafico el cociente de la intensidad de gp135/intensidad de anexinaV.
Observamos que el tratamiento con proteasaK (proK 0,03U) disminuye la
intensidad de gp135 en membrana comparado con el control (proK 0U) (Fig.
37B abajo). Asi pudimos determinar que la proteasaK actua in situ.

Para corroborar que la DNAasal funcionara ex situ, se incubaron muestras de
DNA plasmidico con cantidades crecientes de enzima y se las sembré en un
gel de agarosa. Se observé un chorreado de degradacion en 0,005U (Fig. 38A).

Las células apoptoéticas tratadas y no tratadas con proteasaK o con DNAasal se
resuspendieron en medio MEM sin suero y se infectaron inmediatamente con
PAK-mCherry en un tubo (multiplicidad de infeccién=10, 1hora). Luego se fijo,
se centrifugd y se resuspendio la muestra. La misma se sembré directamente
sobre un portaobjetos de vidrio. El ensayo se realizé con una multiplicidad de
infeccion baja. También antes de sembrar la muestra sobre el vidrio se la
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centrifugd con una fuerza tal que no permiti6 que las bacterias sueltas (no
adheridas a células apoptéticas) sedimentaran. Realizando el ensayo bajo
estas condiciones practicamente no observamos bacterias adheridas sobre el
vidrio.

Se cuantific6 el numero de bacterias adheridas a células apoptdticas.
Encontramos una disminucién de aproximadamente un 65% en la adhesién de
P. aeruginosa sobre células apoptoéticas tratadas con proteasaK con respecto a
la adhesién sobre células sin tratar (Fig. 37C).

Estos resultados indicarian que las moléculas expuestas en la superficie de
células apoptéticas a las que se une P. aeruginosa tendrian naturaleza proteica
o contendrian proteinas en su composicioén (como las glicoproteinas).
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Figura 37. El tratamiento de células apoptéticas con proteasaK modifica la
adhesion de P. aeruginosa. (A) SDS-PAGE en el cual se incubaron 10 ug de BSA
en presencia de unidades crecientes de proteasaK a 37°C por 1hora. (B) Células
MDCK apoptéticas generadas in vitro por exposicion a UV tratadas con proteasaK y
tefiidas con gp135(rojo) y AnexinaV (verde). Se grafica la intensidad de gp135 relativa
a la intensidad de AnexinaV. Se analizaron 30 células totales. N=3. (C) Células MDCK
apoptoticas generadas in vitro por exposicion a UV tratadas o no tratadas con
proteasaK e infectadas con PAK-mCherry. La célula apoptética se muestra en campo
claro. PAK-mCherry(rojo). N=3. Barra de escala 10 ym. Datos presentados como
MediatError estandar. * p<0,05 ***p<0,001. Prueba t-Student.

Como mencionamos en la introduccion, en la apoptosis ocurre disminucion del
volumen celular y condensacién de la cromatina. Como consecuencia de la
disminucion del volumen celular se forman brotes a partir de la membrana
plasmatica (blebbing), los cuales se separan como cuerpos apoptoticos. En su
interior los cuerpos apoptéticos pueden contener o no fragmentos de
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cromatina. Durante el blebbing, ocurren la fragmentacion y condensacion del
nucleo y el desplazamiento de los fragmentos nucleares hacia la superficie
celular’®. Cocca et al observaron una disminucién en la presencia de ADN
asociado a la superficie de células apoptéticas tratadas con un inhibidor de
blebbing y tefiidas con un anticuerpo que reconoce cromatina®®.

En experimentos en los cuales teiimos con TO-PRO3 el ADN de células
apoptéticas extruidas fisioldgicamente no detectamos ADN sobre la superficie
de las células. Tampoco detectamos ADN en la superficie de células
apoptaéticas, cuando las generamos in vitro por induccién con luz UV y posterior
tincion con ioduro de propidio.

Si bien en nuestros experimentos no observamos ADN expuesto y asociado a
la superficie de células apoptéticas, aun asi decidimos evaluar si el tratamiento
de células apoptoticas con DNAasal modificaba la adhesion de P. aeruginosa a
las mismas. Generamos células apoptoticas in vitro y las tratamos con
DNAasal (0,05U) o se mantuvieron como control (0 U de DNAasal).

No observamos diferencias significativas comparando el numero de bacterias
adheridas a células apoptoéticas tratadas con DNAasal y no tratadas (Fig. 38B).

A partir de este resultado podriamos concluir que el ADN no media la adhesion
de P. aeruginosa sobre células apoptéticas. Si bien debemos nuevamente
aclarar que en nuestro sistema no habiamos observado ADN expuesto en la
superficie de células apoptoticas. Tal vez seria posible detectarlo utilizando
anticuerpos anti ADN doble cadena, y en ese caso también seria posible
testear si efectivamente la DNAsa fue efectiva in situ.
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Figura 38. El tratamiento de células apoptéticas con DNAasal no altera la
adhesion de P. aeruginosa. (A) Electroforesis en gel de agarosa en el cual se
incubaron 500 ng de DNA plasmidico en presencia de unidades crecientes de
DNAasal a 37°C por 10min. (B) Células MDCK apoptéticas generadas in vitro por
exposicion a UV tratadas con DNAasal e infectadas con PAK-mCherry. La célula
apoptotica se muestra en campo claro. PAK-mCherry(rojo). N=2. Barra de escala
10 pym. Datos presentados como MediatError estandar. Prueba t-Student. No se
encontraron diferencias significativas.
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5. Conclusiones y Discusion

» P. aeruginosa adhiere en forma de agregados sobre multiuniones
celulares formadas por cuatro o mas células

La concentracion de un gran numero de bacterias en los sitios
multiunién, posiciona a las mismas en un lugar donde, debido al proceso
de extrusion, se produce una brecha que posibilita un acceso
momentaneo a la superficie basolateral del epitelio. En este sentido, en
paralelo a nuestro trabajo, Golovkine et al mostraron que P. aeruginosa
transmigra la barrera epitelial en las uniones célula-célula a través de la
via paracelular. Ellos reportaron que tanto en los sitios de extrusion de
células senescentes como en los de divisiobn celular, donde
momentaneamente se forma una brecha que deja expuesta la via
paracelular, se observa migracion de P. aeruginosa a través de esta via.
Los autores especulan que esto le posibilitaria a la bacteria acceder a
tejidos profundos y asi establecer una infeccion sistémica. Cabe aclarar
que nosotros no observamos transmigracion paracelular en nuestros
experimentos, probablemente debido a distintas condiciones del cultivo
celular. Sin embargo, es interesante, integrando los resultados de ambos
grupos, especular que la acumulacién de bacterias en los sitios
multiunion, producida por la presencia de células muertas, podria ayudar
a las bacterias a localizar un acceso que les permita atravesar la barrera
epitelial.

> Es sobre la superficie de las células apoptéticas extruidas que P.
aeruginosa se adhiere

La adhesién de P. aeruginosa sobre células apoptéticas presenta
caracteristicas particulares si se la compara con la adhesién de esta
bacteria a la superficie de células hospedadoras vivas, reportada en
otros trabajos. El patrén de adhesion observado sobre células vivas es
distinto a aquel observado sobre células apoptéticas. P. aeruginosa
adhiere sobre las células apoptéticas principalmente en forma de
agregados. Se trata de una estructura multicelular en la cual se observa
no solo adhesion bacteria-célula apoptética, sino también adhesién
bacteria-bacteria. Observamos que P. aeruginosa adhiere poco sobre la
superficie de células vivas polarizadas y si lo hace se encuentra de forma
individual. Sobre células vivas se observa mucha adhesion individual'”’
de las bacterias, asi como también formando capas de bacterias sobre la
superficie'®2. También se observan capas de bacterias adheridas usando
un modelo de cultivo 3D de células epiteliales’®.
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En la literatura esta descrito que por el proceso de extrusién pueden ser
expulsadas del epitelio células apoptéticas, como asi también células
vivas que una vez removidas del epitelio mueren por apoptosis. Este
ultimo tipo de muerte se denomina anoikis?'. Con las tinciones llevadas a
cabo en nuestros experimentos no podemos distinguir el origen del cual
provienen las células apoptéticas. Las células que se encuentran en
proceso de extrusidén y tiien para caspasa 3 activa, como asi también
tinen para anexina V su membrana podemos asegurar que son
apoptéticas. Sin embargo en las células extruidas que se encuentran
sobre la monocapa, la tinciébn con anexina V y para caspasa 3 activa no
permite discriminar si ya eran apoptoticas cuando estaban siendo
extruidas o fueron extruidas vivas y murieron posteriormente por
apoptosis.

Como ya mencionamos en la introduccién, una de las principales causas
de mortalidad en los pacientes con fibrosis quistica son las infecciones
cronicas por P. aeruginosa. La fibrosis quistica se caracteriza por una
alta inflamacion, dafo progresivo al tejido y colonizacion del tracto
respiratorio por bacterias. Los pacientes fibroquisticos tipicamente
presentan un numero exacerbado de células apoptéticas en las vias
respiratorias % ®. Esta reportado que células epiteliales deficientes en
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) parecen
ser mas susceptibles a la apoptosis que las células que expresan CFTR
wild type '®. De acuerdo a nuestros resultados entonces, una apoptosis
exacerbada podria favorecer la infeccién, promoviendo la colonizacion
por P. aeruginosa.

La afinidad de P. aeruginosa por células muertas no depende del
tipo de muerte celular, ya que también adhiere a células necréticas

Este hallazgo resulta relevante para el estudio de las infecciones
causadas por P. aeruginosa en el contexto de heridas y quemaduras.
Esta reportado que en términos de area las heridas colonizadas por P.
aeruginosa se muestran mas extensas que aquellas que no lo estan. La
presencia de P. aeruginosa parece retrasar e incluso evitar el proceso de
curado '°. Es conocido que P. aeruginosa adhiere y coloniza
preferencialmente epitelios dafiados "% '%. La adhesion en este contexto
ha sido frecuentemente explicada en acuerdo con la tendencia que
muestra P. aeruginosa a la adhesion sobre superficies con
caracteristicas de membrana basolateral o sobre las células no
polarizadas migrantes en el borde de la herida. No obstante, las heridas
y las quemaduras se caracterizan por la presencia tanto de células
necréticas como apoptoéticas. Cuando ocurre una herida, células
inflamatorias son reclutadas a la misma. Estas células también liberan
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citoquinas y factores de crecimiento que atraen fibroblastos, los cuales
depositan colageno y reparan el tejido dafiado. Finalmente las células
inflamatorias y los fibroblastos sufren apoptosis, contribuyendo al numero
de células apoptéticas en la herida "% ' ' Asi, |a capacidad de P.
aeruginosa de adherir sobre células muertas es un factor importante que
contribuiria a la colonizacién de los epitelios danados.

Nuestros resultados indican que un contexto que favorezca la presencia
de células muertas es un nicho susceptible de ser colonizado por P.
aeruginosa.

P. aeruginosa adhiere preferentemente sobre células apoptéticas
tardias

En un individuo sano millones de células mueren por apoptosis cada dia.
Estas células muertas son rapidamente removidas lo que previene la
liberacion de componentes proinflamatorios al medio. Fagocitos
profesionales y no profesionales, tales como las células epiteliales,
engullen y eliminan células apoptéticas en distintos tejidos en un
proceso llamado eferocitosis (del latin sepultar) '1° 111 112 113 114

Es interesante destacar, en el contexto de nuestros resultados, que la
fibrosis quistica esta asociada con una eferocitosis inefectiva ya sea que
la efectuen fagocitos profesionales 8 como células epiteliales vecinas 8,
La produccion excesiva de células apoptoticas (referida anteriormente)
asi como la eferocitosis defectiva, llevarian a que las células apoptéticas
no sean removidas rapidamente y por lo tanto continlen su
procesamiento alcanzando estadios tardios que habitualmente no son
alcanzados en individuos sanos. Esto favoreceria la colonizacion por P.
aeruginosa.

Nuestro laboratorio ha demostrado recientemente que las células
apoptéticas cargadas de bacterias son internalizadas conjuntamente por
las células epiteliales vecinas (y mas recientemente hemos visto que
también por macrofagos) mediante el proceso de eferocitosis. Una vez
dentro de la célula, la bacteria es eliminada en lisosomas . Es decir que
el proceso eferocitico cumpliria aqui un rol en la eliminacion de la
bacteria. Una vez mas, pensando en el contexto de la fibrosis quistica,
una eferocitosis defectiva, podria contribuir a la imposibilidad de eliminar
a P. aeruginosa. En el laboratorio se esta trabajando activamente para
evaluar esta hipotesis.
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> El flagelo es necesario para la formacion de los agregados

Claramente, en este proceso la motilidad dependiente de flagelo es
fundamental. Con lo cual no es sorprendente que una mutante
aflagelada sea totalmente incapaz de formar agregados. Pero el flagelo
no solo cumple un rol en la motilidad en P. aeruginosa, sino que también
puede funcionar como una adhesina, por lo tanto no podemos descartar
que este rol contribuya al fenotipo encontrado. Para independizarse del
rol en la motilidad, y poder determinar si el flagelo cumple un rol en la
adhesion, se podrian realizar infecciones con la mutante Flic- y con una
mutante que tenga flagelo pero que éste no sea funcional (por ejemplo
AmotAB™"®, mutante para proteinas del motor flagelar), centrifugando
inmediatamente después de infectar. Asi podriamos acercar las
bacterias no maétiles a la monocapa y observar si ocurre formacion de
agregados.

En caso de que hubiera diferencias en la formacion de agregados entre
la mutante AmotAB y la FIliC- podriamos sospechar que el flagelo
también cumple una funcién como adhesina.

Seria ademas interesante observar, en caso de que se foramaran, la
estructura de esos agregados, es decir si aun con las mutantes el
agregado cubre casi completamente la célula apoptoética, y la disposicion
de las bacterias.

» Las cepas mutantes para proteinas de la via de quimiotaxis
dependiente de flagelo (AcheA, AcheY, AcheZ) forman agregados
similares a las bacterias wt

Esta reportado que distintas cepas de P. aeruginosa responden a
moléculas presentes en heridas en animales tales como aminoacidos'®
" péptidos''®, fosfato inorganico'®, glucosa'® e intermediarios del
ciclo de Krebs'' 122,

Usando un modelo de herida en cultivo, Schwarzer et al reportaron que
P. aeruginosa migra rapidamente hacia la zona de la herida, donde se
acumula en forma transiente (2 6 3 minutos). Vieron ademas que esta
acumulacion transiente es dependiente de quimiotaxis (ya que no ocurre
con una mutante). La zona de la herida esta enmarcada por células
dafadas, cuya membrana plasmatica esta comprometida (como
muestran por tincién con ioduro de propidio). Los autores plantean que
estas células liberan parte de su contenido, y que las bacterias
responden quimiotacticamente a moléculas tales como aminoacidos.
Estos estudios se basan en experimentos in vivo donde siguen la
intensidad de fluorescencia (portada por las bacterias) a lo largo del
tiempo en las diferentes zonas de la monocapa. Si bien se trata de un
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modelo diferente al nuestro, es interesante que hayan podido medir
quimiotaxis hacia moléculas que serian liberadas por las células
dafadas. Tal vez, el alto numero de células dafiadas (en el borde de la
herida) atrajo un numero suficiente de bacterias que permitioé visualizar
ese aumento transiente. Ademas, como dijimos, siguen el proceso a lo
largo del tiempo. En este trabajo no miden adhesion. Por otro lado, estos
autores utilizaron una mutante en la cual el sistema chel esta
completamente deletado (PAO1AcheYZA BW)''. Seria interesante
probar esta mutante en nuestros experimentos, por si hubiera en las
mutantes individuales utilizadas por nosotros, alguna compensacién por
las proteinas homologas presentes en el cluster 2.

El sistema de jeringas nos permitié medir respuesta quimiotactica
con un gradiente de valores probados

Luego de haber observado que las mutantes de quimiotaxis ensayadas
forman agregados sobre células apoptéticas, estudiamos el fenbmeno de
quimiotaxis en un sistema controlado. Pudimos medir respuesta
quimiotactica bajo un gradiente de valores probados (succinato 10mM).

En nuestro intento de trasladar el posible gradiente generado por las
células apoptéticas no observamos diferencias en la respuesta entre la
cepa mutante de quimiotaxis y las bacterias wt. Sin embargo, este
planteo experimental presenta algunas dificultades. Primero no sabemos
si las células apoptdéticas liberan sustancias atractantes, esto es parte de
nuestra hipotesis. Pero, aun si este fuera el caso, y aun si el sistema
permitiera el traslado de dicho gradiente, podriamos dudar de que la
sensibilidad del ensayo sea suficiente. Huang et al determinaron que H.
pylori sensa urea y asi localiza el epitelio gastrico. Para determinar que
la quimiotaxis era necesaria para localizar el epitelio gastrico, los autores
colectaron el medio condicionado de organoides gastricos. Cargaron el
medio condicionado en una micropipeta conectada a un sistema de
microinyeccion. La micropipeta es descargada en un cultivo de H. pylori
> Asi se genera un gradiente microscopico, en el cual la zona de mayor
concentracién es la punta de la micropipeta. Siguieron la respuesta de
las bacterias al gradiente en tiempo real por videomicroscopia de
contraste de fases. Este ensayo difiere del nuestro, ya que nosotros no
seguimos la respuesta de las bacterias durante el experimento. Este
ensayo, al igual que el ensayo anterior donde medimos formacién de
agregados, es de punto final, porque medimos la respuesta sélo después
de un tiempo de incubacion. Es decir, que no estamos registrando la
dinamica del proceso. También es posible que usando una micropipeta
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conectada a un sistema de microinyeccion permita generar un gradiente
que reproduciria mejor la situacién que ocurriria in vivo en el sitio de
infeccion.

Usando un enfoque similar al nuestro, O’'Toole et al determinaron, por el
método del capilar, respuesta quimiotactica de V. cholerae hacia un
extracto de mucus gastrico porcino y extractos de bilis porcinos y
bovinos®’.

En los tejidos, las células apoptoticas son removidas principalmente por
fagocitos profesionales. Estas células fagociticas encuentran a las
células apoptoéticas siguiendo un gradiente de sustancias atractantes
liberadas por las mismas. Estas sustancias atractantes pueden ser
solubles o estar contenidas en vesiculas extracelulares. Muchos
atractantes se encuentran en vesiculas que son liberadas durante el
blebbing de membrana de las células apoptdticas'®.

Pero las células apoptéticas tardias tienen su membrana permeable. Si
las sustancias atractantes fuesen solubles escaparian al medio
circundante. Asi el gradiente formado por dichas sustancias se formaria
sblo por un tiempo acotado ya que las células apoptoticas no podrian
regular la liberacién de su contenido.

A partir de modelos matematicos determinamos parametros
sensibles para indagar si la quimiotaxis juega un rol en la
formacion de los agregados

Generamos modelos matematicos que simulan el encuentro de las
bacterias con las células apoptéticas bajo dos escenarios: uno
estocastico y otro quimiotactico. Realizando un alto numero de
simulaciones generamos curvas de numero de bacterias en funcién del
tiempo para bacterias quimiotacticas y no quimiotacticas. Observamos
que los agregados formados por bacterias quimiotacticas tenian distinta
forma y crecian mas rapido que los agregados formados por bacterias
no quimiotacticas. Es decir que la forma y la tasa de crecimiento de los
agregados son parametros sensibles a la presencia de quimiotaxis.
Cabe aclarar que experimentalmente observamos que los agregados
crecen hasta un determinado tamafio. Asi experimentalmente no
observamos diferencias entre la forma de los agregados formados por
bacterias wt y por bacterias no quimiotacticas.

El uso de estos modelos tedricos molded nuestro disefio experimental y

nos guid hacia el uso de parametros adecuados para evaluar el rol de la
quimiotaxis en la formacioén de agregados.
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> La incorporacion de bacterias al agregado es mas rapida en las
bacterias wt que en las mutantes de quimiotaxis

La presencia de células apoptéticas induce la formacién, en el orden de
minutos, de estructuras multicelulares que contienen uniones bacteria-
célula apoptética, como asi también uniones bacteria-bacteria. Las
uniones bacteria-bacteria sélo se dan en torno a la célula apoptética, ya
que las bacterias no se adhieren unas a otras cuando se contactan en el
seno del liquido. Otra caracteristica de los agregados es que su
crecimiento es finito, llega un punto en el cual no se incorporan mas
bacterias al mismo. Si bien las bacterias planctonicas se encuentran en
exceso, observamos que los agregados crecen hasta un determinado
punto y luego su tamano se mantiene constante. Podria ocurrir que
cuando se produce el contacto de las primeras bacterias con la célula
apoptética, estas bacterias adheridas generen una/s sefal/es difusible/s
que reclutan bacterias planctonicas al agregado. Si solamente las
bacterias que se encuentren directamente adheridas a la célula
apoptotica fueran capaces de generar dicha sefal, esta seria menos
intensa en puntos del espacio alejados del agregado. Asi los agregados
crecerian hasta alcanzar un determinado tamafio.

Pero entonces ;como llegarian las primeras bacterias a las células
apoptéticas? Podria ocurrir que el encuentro de las primeras bacterias
con la célula apoptética sea estocastico. En cierto momento las bacterias
gue nadan cerca de una célula apoptotica podrian chocar con la misma y
quedarse adheridas. Luego las bacterias que ya estan adheridas
liberarian sustancias atractantes solubles que reclutan mas bacterias al
agregado.

Cuando estudiamos la cinética de formacion de los agregados
generamos curvas de numero de bacterias en funcién del tiempo.
Observamos tres fases: una fase lag, una fase de crecimiento y una fase
estacionaria. Durante la fase lag la intensidad de fluorescencia se
mantiene constante. La adquisicion de los videos siempre comienza con
unas pocas bacterias ya adheridas a la célula apoptética. Luego durante
la fase de crecimiento aumenta el numero de bacterias adheridas a la
célula apoptoética. Durante esta fase podria ocurrir que las primeras
bacterias adheridas serian capaces de liberar sefiales que atraigan mas
bacterias. Asi una vez que el numero de bacterias adheridas supere
cierto valor umbral la concentracion local de la senal liberada seria
mayor. Como consecuencia mas bacterias son reclutadas al agregado y
el proceso de formacion del agregado se aceleraria.
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Cuando la superficie de la célula apoptética queda completamente
cubierta, las bacterias adhieren unas a otras. Pero no observamos
adhesion bacteria-bacteria mas alla de dos o tres capas. Podria ocurrir
que la estructura de los agregados no sea estable mas alla de dos o tres
capas y asi su crecimiento se autolimitaria.

Como mencionamos a lo largo del trabajo, otra posibilidad seria que el
gradiente de atractante/s no fuera generado por las bacterias sino por las
células apoptéticas. Podriamos pensar que las células apoptoticas, que
al ser tardias tienen sus membranas permeables, liberarian
componentes al medio circundante, formandose asi un gradiente.
Entonces las bacterias localizarian a las células apoptoticas recorriendo
un camino sesgado a lo largo de un gradiente de atractantes.

Es interesante mencionar un estudio llevado a cabo por Laganenka et al
en el que estudiaron la cinética de formacion de agregados en E. coli
sobre una superficie abidtica (polimero) por videomicroscopia.
Determinaron que la agregaciéon en E. coli depende de la motilidad y la
quimiotaxis. Observaron formaciéon de agregados pequefios con la
mutante de quimiotaxis AcheY, pero no con la cepa no motil Aflic. Si bien
dicen que la quimiotaxis no es absolutamente esencial para que ocurra
agregacion, proponen que fomentaria la agregacion a bajas densidades
celulares probablemente mediando la atraccién de bacterias individuales
motiles a los agregados. E. coli produce y secreta la molécula de
quorum sensing Al-2 (autoinducer 2) durante la fase de crecimiento, la
cual es similar a la fase de crecimiento de la autoagregacion. Los
autores determinaron que Al-2 actua como un quimioatractante
especifico durante la autoagregacion de E. coli '?*.

La quimiotaxis ha sido histéricamente vista como un fendbmeno inherente
al estilo de vida planctonico de las bacterias, el cual les permite localizar
fuentes de nutrientes y evitar sustancias toxicas. Pero tanto el trabajo de
Laganenka como el nuestro muestran un concepto novedoso que es que
la quimiotaxis puede ser importante en comportamientos colectivos de
las bacterias.

Otra pregunta que nos surge es si a tiempos largos, estos agregados
podrian transformarse en biofilms.

En el laboratorio no hemos estudiado la evolucion de los agregados por
tiempos largos. El efecto citotoxico de las bacterias limita usualmente el
estudio de la evolucidon de los biofilms formados sobre superficies
bioticas por periodos de tiempo mas prolongados. Una opcidén para
poder hacerlo, seria profundizar el proceso de polarizacion de las células
epiteliales, de manera que sean mas resistentes a las bacterias. Esto
podria hacerse utilizando filtros transwell con la membrana recubierta de
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colageno. Otra estrategia seria realizar la infeccibn en una camara de
cultivo que cuente con un flujo que renueve continuamente el medio.

Para evitar los efectos citotdxicos de las bacterias Marks et al estudiaron
la formacion de biofilms de Streptococcus pneumoniae sobre células
epiteliales polarizadas fijadas antes de la infeccion. Previamente los
autores evaluaron la adhesion de S. pneumoniae (a 1 hora) sobre
monocapas vivas y fijjadas con paraformaldehido y no encontraron
diferencias '?°. En nuestro caso, si la hipétesis correcta fuera que son las
células apoptéticas extruidas quienes liberan sustancias atractantes al
medio circundante, la utilizacion de un modelo con células epiteliales
fijadas antes de la infeccidén no seria adecuado. Por otro lado, habria que
ver si las bacterias aun se adhieren a células fijadas. Si asi fuera, tal vez
esta aproximacion podria resultar util para indagar si son las células
apoptoéticas o las bacterias quienes liberan sustancias atractantes.

El proceso de formacion de un biofim se puede seguir mediante
microscopia confocal de fluorescencia. Asi se puede realizar una
reconstruccion tridimensional del biofilm en funcion del tiempo. El analisis
de un biofilm por microscopia confocal permite observar la estructura, la
organizacion y el tamafio del mismo en sus diferentes estadios, desde la
adhesion de las primeras bacterias a la superficie hasta que se forma un
biofilm maduro. Las bacterias en un biofilm se encuentran embebidas en
una matriz conformada por exopolisacaridos, proteinas, lipidos y ADN
bacteriano. Se pueden reconocer estos componentes mediante la tincion
con sondas o anticuerpos. Asi por ejemplo se puede detectar ADN
bacteriano a través de sondas fluorescentes especificas. Mediante
lectinas conjugadas a fluoréforos es posible caracterizar el contenido de
exopolisacaridos en un biofilm. En nuestro caso, dado que las bacterias
se disponen en torno a una célula eucariota, seria importante asegurarse
que tanto el ADN como los exopolisacaridos sean de origen bacteriano.

El T4P (pilus tipo IV) media la adhesiéon de P. aeruginosa a células
apoptoticas.

No podemos descartar que el T4P también cumpla una funcién
locomotora. Podria ocurrir que una vez adheridas mediante el T4P a la
célula apoptoética, este apéndice también se encuentre involucrado en
proveer motilidad a las bacterias sobre la superficie de la célula
apoptética (twitching), permitiéndoles acomodarse sobre la misma. En
algunos de nuestros videos observamos que los agregados comienzan a
formarse desde la parte basal de la célula apoptética (zona mas cercana
al epitelio). Pero la resolucion temporal de nuestros videos no nos
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permite determinar si las bacterias que se adhirieron a la parte basal de
la célula apoptotica se desplazaron sobre la superficie hacia la parte
ecuatorial y apical de la misma.

Para poner a prueba si la funcién locomotora del T4P es necesaria para
la formacion de los agregados sobre células apoptoticas, podriamos
usar una cepa de P. aeruginosa que tiene estructuralmente T4P, pero
que el mismo no es funcional. La cepa hiperpiliada PilT presenta un T4P
no retractil (funciona s6lo como adhesina). La proteina PilT tiene
actividad ATPasa y esta involucrada en la despolimerizacién del T4P
generando asi retraccion del mismo®. Si se realizaran infecciones sobre
monocapas con la cepa PilT, podriamos determinar si la motilidad
generada por el T4P cumple un rol en la formacion de los agregados.

En P. aeruginosa el flagelo y el pili se encuentran en el mismo polo de la
bacteria'®®. En las microscopias in vivo observamos que en la primera
capa de bacterias adheridas a la célula apoptética (union bacteria-célula
apoptética), las mismas se adhieren mayormente de manera
perpendicular a la superficie de la célula apoptética. Entonces seria de
interés determinar a través de cual de los polos (polo flagelar o polo
opuesto al flagelo) lo hacen. Para ello hemos planeado un experimento
utilizando P. aeruginosa con un plasmido que porta la secuencia de la
proteina cheA fusionada a GFP. La proteina cheA es intracelular y
localiza en el polo flagelar'®. Realizando infecciones con bacterias
expresando cheA-GFP planeamos evaluar en experimentos in vivo a
través de cual de los polos las bacterias adhieren a la célula apoptaética.

Ademas del T4P, en la adhesion de P. aeruginosa a células apoptoticas
tardias podrian intervenir otras adhesinas bacterianas localizadas en la
membrana externa que muestren afinidad por moléculas expuestas
exclusivamente o enriquecidas en la superficie de dichas células blanco.
Esta reportado que células apoptéticas tardias y necréticas exponen en
su superficie residuos de manosa, fucosa y N-acetilglucosamina® '?, La
especificidad patogeno-célula hospedadora, estda basada en muchos
casos, en el reconocimiento de pares glucido-lectina expuestos en una y
otra superficie. P. aeruginosa produce dos lectinas denominada PA-IIL y
PA-IL. PA-IIL, codificada por el gen LecB, tiene gran afinidad por L-
fucosa y también, aunque en menor medida por D-manosa'®®. Esta
lectina se localiza en el citoplasma y en la membrana externa de la
bacteria '*° *'. Ha sido reportado que las lectinas de P. aeruginosa
cumplen un rol en la adhesion sobre células epiteliales '*2. Asi seria de
interés evaluar la adhesion de P. aeruginosa sobre células apoptéticas
en presencia de concentraciones crecientes de L-fucosa para competir
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con la adhesién de P. aeruginosa sobre células apoptéticas. Si dicha
competencia resultara efectiva, las lectinas podrian ser empleadas como
blancos terapéuticos en heridas y quemaduras para evitar y/o disminuir
la adhesion de P. aeruginosa a células muertas. Otra estrategia
experimental que permitiria evaluar si las lectinas cumplen un rol en la
adhesion de las bacterias a las células apoptéticas extruidas implicaria
realizar infecciones sobre monocapas de células epiteliales con cepas
mutantes para la lectina B y ver si adhieren menos comparadas con
bacterias wt.

La adhesion de P. aeruginosa a células apoptéticas tratadas con
proteasaK es menor con respecto a la adhesidon a células
apoptoticas no tratadas

De aqui se desprende que moléculas de naturaleza proteica o que
tengan una porciéon proteica (por ejemplo glicoproteinas), expuestas o
enriqguecidas en la superficie de células apoptéticas serian las
responsables de mediar la adhesién de P. aeruginosa a las mismas.

Para identificar especificamente la/s molécula/s encargadas de mediar la
adhesion de P. aeruginosa a las células apoptoticas, se podria realizar
una busqueda in silico de aquellas mas expresadas o exclusivamente
expuestas en células apoptéticas tardias. Asi con estas moléculas se
confeccionaria una lista (lista células apoptéticas).

También se podria realizar una busqueda de aquellas moléculas
expresadas en la superficie de células inmunes que se encuentran
involucradas en la unién a células apoptoticas. Una vez terminada esta
busqueda se generaria una lista de posibles moléculas candidato. Luego
habria que buscar proteinas homologas presentes en P. aeruginosa. De
este segundo filtro surge una nueva lista de proteinas candidato (lista P.
aeruginosa). Luego se tendrian que generar cepas mutantes para cada
una de esas proteinas y entonces con cada una de estas cepas se
realizarian infecciones sobre monocapas.

A partir de la busqueda de candidatos podrian surgir posibles
glicoproteinas. Habria que determinar si la unién ocurre a través de la
porcidén proteica o a través del carbohidrato. Para determinar por donde
ocurre la unidon habria que realizar un analisis estructural y de unién
entre las glicoproteinas presentes en la lista de células apoptéticas y las
proteinas en la lista de P. aeruginosa. Otra estrategia para determinar si
la unidn de las bacterias a las células apoptéticas ocurre a través de
azucares implicaria tratar células apoptéticas generadas in vitro con
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5.1.

glicosidasas. Asi podriamos recortar los glucidos expuestos en la
superficie de las células apoptéticas.

Conclusion final

En este trabajo de tesis describimos el novedoso fendmeno de
agregacion de P. aeruginosa sobre células apoptoéticas. Este hallazgo
evidencia un fenémeno de adhesién a la barrera epitelial que involucra
una accion colectiva de las bacterias. La formacién de agregados de P.
aeruginosa sobre células apoptéticas es un ejemplo de transicién desde
un estado plancténico a un estado sésil, multicelular y adherido a
superficie. A diferencia de otros fendmenos en los que ocurre este tipo
de transicion, el fendmeno por nosotros descripto ocurre muy
rapidamente, en el orden de minutos y no involucra multiplicacion
bacteriana.

A través de una complementacion entre aproximaciones in silico y
experimentales, determinamos que las bacterias localizan a las células
apoptoticas estocasticamente con la contribucion de algun componente
quimiotactico, ya que la incorporacion de bacterias al agregado es mas
rapida en las bacterias wt que en una mutante de quimiotaxis.

La localizacion y adhesion a células muertas, permitiria a las bacterias la
obtencion de nutrientes y el establecimiento de una infeccién cronica.
Como ya mencionamos nuestros hallazgos cobran relevancia en el
contexto de heridas y quemaduras donde se encuentra gran cantidad de
células apoptoticas y necréticas. Y también en el contexto de la fibrosis
quistica, caracterizada por un numero exacerbado de células apoptoticas
en las vias respiratorias. En todas estas patologias la infeccién por P.
aeruginosa representa un problema de salud humana de suma
gravedad.

Seria interesante estudiar si el fendbmeno de adhesion a células
apoptoéticas que observamos con P. aeruginosa ocurre con otras
especies de bacterias presentes en el contexto de heridas, quemaduras
y en el pulmén fibroquistico. Asi podriamos determinar si el fendmeno
hallado es particular de una especie o es una estrategia bacteriana mas
general.

Por otro lado demostramos que en este modelo es posible seguir el
posicionamiento individual de cada bacteria en tiempo real a medida que
se adhieren a la célula blanco. Esto posibilitara en el futuro estudiar
cdmo influye la interaccidn de bacterias individuales con el epitelio y con
otras bacterias en la emergencia de la estructura multicelular.
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6. Materiales y métodos

6.1. Cepas bacterianas

Las cepa P. aeruginosa K (PAK) proviene de un aislamiento humano y ha sido
extensivamente estudiada por muchos laboratorios. Es virulenta en modelos
animales. Las cepas 2B y 6 % provienen de aislamientos clinicos de dos
pacientes distintos con fibrosis quistica y fueron generosamente cedidas por la
Dra. Andrea Smania, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina. La cepa
PAOI es otra cepa ampliamente utilizada por laboratorios y cuyo genoma fue el
primero de la especie en ser secuenciado. Las cepas mutantes de quimiotaxis
derivadas de PAOI (AcheA AcheY y AcheZ) fueron cedidas por Caroline S.
Harwood **.

En la siguiente tabla se detallan las cepas utilizadas en esta tesis:

CEPA PLASMIDO RESISTENCIA
PAK
PAK pMP7605-mCherry Gentamicina
PAK pNPT-GFP Carbenicilina
PAK ApilA pMP7605-mCherry Gentamicina
PAK Flic
PAK Flic pMP7605-mCherry Gentamicina
2B mucoide pMP7605-mCherry Gentamicina
6 no mucoide
PAOI
PAOQOI pMP7605-mCherry
PAOI pNPT-GFP Carbenicilina
PAOI AcheA
PAOI AcheY
PAOI AcheZ
PAOI AcheA pNPT-GFP Carbenicilina
PAOI AcheA pMP7605-mCherry Gentamicina
PAQOI AcheY pMP7605-mCherry Gentamicina
PAOI AcheZ pMP7605-mCherry Gentamicina

6.2. Crecimiento de las cepas de P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa se crecié en caldo Luria-Bertani a 37°C 220 rpm de
agitacion hasta alcanzar fase estacionaria. En medio sélido las cepas se
crecieron en LB-agar 1,6%. Las cepas que lo requerian, se agregdé gentamicina
(100 pg/ml) o carbenicilina (250 pg/ml) al medio.
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6.3. Lineas celulares

Se uso la linea celular MDCK wt (clon Il, generosamente cedida por el Dr. Keith
Mostov), MDCK Lifeact-GFP (generosamente cedida por los Dres. Liang Cai y
Keith Mostov). La linea MDCK Lifeact-GFP expresa la construccion Lifeact-
GFP. Lifeact es una proteina que se une a F-actina. Asi en las células que
expresan la construccion Lifeact-GFP, se observa la F-actina en verde.

La linea celular MDCK proviene del epitelio de tubulo renal de perro adulto.
Usamos también la linea epitelial bronquial humana 16HBE140-
(generosamente cedida por el Dr. Alan Verkman).

6.4. Cultivo de las células

Las células MDCK y 16HBE140- se cultivaron en medio MEM (Sigma Aldrich)
suplementado con 5% y 10% de suero fetal bovino (Natocor, Argentina),
respectivamente. Se agregd al medio penicilina-estreptomicina (ThermoFisher
Scientific) a una concentracion final de 10 U/ml.

Se cultivaron las células en placas de cultivo de 100 mm con los medios
correspondientes. Para realizar los pasajes las células se levantaron con 1 ml
de tripsina-EDTA (0,025 g de tripsina cada 100 ml ThermoFisher Scientific) y se
resuspendieron en MEM con suero.

Para los ensayos de inmunofluorescencia se sembraron en filtros permeables
transwells 12 mm de diametro (Corning Fisher, NY, USA) 4,5 x 10° células
MDCK y se incubaron por 48h a 37°C 5% CO,. También se cultivaron células
MDCK sobre cubreobjetos de vidrio en placas de cultivo de 24 pocillos 0,5 x 10°
células/cm? y se incubaron por 4 dias a 37°C 5% CO, sin cambios de medio.

Para los ensayos de inmunofluorescencia se sembraron 1 x 10° células
16HBE140- por cada transwell de 12 mm y se usaron después de 7 dias en
cultivo. El medio de cultivo se renueva cada 48 horas.

Para los experimentos de video microscopia se cultivaron 1 X 10° células
MDCK en placas de cultivo de 35 mm con cubreobjetos de vidrio en el fondo
(P35G-1.5-14-C MatTek corporation) y se incubaron por 4 dias a 37°C 5% de
CO, sin cambios de medio.
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6.5. Anticuerpos y reactivos

Anticuerpo Anti-P.aeruginosa (ab68538) adquirido en AbCam. Anexina V
conjugada a Alexa 488 o 647, faloidina conjugada a rodamina o Alexa 647,
TO-PRO3 e ioduro de propidio fueron adquiridos en ThermoFisher Scientific.
Anti caspasa3d activa (9661S) fue adquirido en Cell Signaling Technology. Anti
gp135 (monoclonal hecho en ratdén) fue cedido generosamente por G. Ojakian
133 Anti p58 (monoclonal hecho en ratén) fue cedido por K. Matlin (Universidad
de Cincinnati).

ProteasaK (PB0451) fue adquirida en Bio Basic Inc. DNAasal (11 284 932 001)
fue adquirida en Roche.

6.6. Generacion de células apoptoéticas y necréticas in vitro

Para generar células apoptéticas, células MDCK confluentes se tripsinizaron y
resuspendieron en medio MEM sin suero, se sembraron en una placa de cultivo
de 100mm y se las expuso a un pulso de UV de onda corta (6 mJ/cm?) por 2
min en un CL-100 Ultraviolet Crosslinker. Las células luego se incubaron por
12h a 37°C y 5% de CO, %.

Para generar células necréticas, células MDCK confluentes se expusieron a
H,0, 100 mM en PBS por 30 min y se incubaron a 37°C 5% CO, por 20 h en
medio MEM sin suero "*,

6.7. Adicion de células apoptoticas y necréticas

Células apoptéticas 6 necréticas se tifieron con Anexina V conjugada a Alexa
(Alexa 488 6 647) en binding buffer por 15 min, lavadas y resuspendidas en
medio MEM sin suero. Las células apoptoticas/necroéticas tefidas se agregaron
a monocapas de células MDCK polarizadas en relacion de 5 células
apoptéticas/necroticas cada 100 células de la monocapa, se infectdé con PAK-
mCherry (multiplicidad de infeccién=60, es decir 60 bacterias por célula viva de
la monocapa) y se incub6 por 1h a 37°C 5% de CO..

6.8. Adicion de células MDCK Lifeact-GFP tripsinizadas y células
apoptoticas

Células MDCK Lifeact-GFP se adicionaron a monocapas de células MDCK
polarizadas en relacién de 40 células MDCK Lifeact-GFP cada 100 células de
la monocapa. Conjuntamente se adicionaron células MDCK apoptéticas en
relacion de 5 células apoptédticas cada 100 células de la monocapa. Se
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adicionaron mas células vivas que apoptoéticas, porque las células vivas se
perdian con los lavados (protocolo de inmunofluorescencia) luego de la
infeccién. Inmediatamente se infectd con PAK-mCherry (multiplicidad de
infeccion=60) y se incubd por 1h a 37°C 5% de CO..

6.9. Incubaciéon de monocapas con P. aeruginosa

Monocapas de células MDCK y 16HBE140- se infectaron con P. aeruginosa
(multiplicidad de infeccion=60, salvo indicacién contraria) en medio MEM sin
suero por 1h (salvo indicacién contraria) a 37°C y 5% de CO..

6.10. Incubacion de células apoptoéticas con P. aeruginosa en un tubo

Células MDCK apoptoticas fueron centrifugadas 3 min a 220g, contadas con
camara de Neubauer, resuspendidas y sometidas al tratamiento
correspondiente. Luego se centrifugaron 3 min a 220g, se resuspendieron en
BB, se tifieron con Anexina V-Alexa488, se centrifugaron nuevamente (3 min
2209) y se resuspendieron en MEM sin suero.

En un volumen de 200 pl (en un tubo de microcentrifuga de 2ml), 5 x 10*
células MDCK apoptéticas se infectaron con PAK-mCherry (multiplicidad de
infeccion=10) en medio MEM sin suero por 1h a 37°C y 5% de CO,. Luego se
fijo con 1ml de paraformaldehido 4%, se lavd, se centrifugo (3min 220g) y se
resuspendid en 1ml de BB. Se sembraron 15 yl de suspensién en un
portaobjetos previamente tratado con polilisina.

6.11. Preparacion de muestras para inmunofluorescencia

Las muestras se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido 4% en PBS
por 15 min a temperatura ambiente, se bloquearon con gelatina de piel de
pescado 0,7%, se permeabilizaron con Tritdn X-100 0,1% y se incubaron toda
una noche a 4°C con el anticuerpo primario Anti-P.aeruginosa (dilucién 1/100) y
por 1h 37°C con el anticuerpo secundario (dilucion 1/1000) en camara humeda.
Las muestras se tifieron con faloidina (dilucién 1/1000) por 60 min.

Para la tincion con anexina V, las muestras se lavaron con binding buffer (BB):
10 mM HEPES, 140 mM NaCl y 2,5 mM CaCl,, pH=7,4 y se incubaron con
Anexina V conjugada a Alexa488 u Alexa 647 (dilucion 1/20) por 15 min a
temperatura ambiente. Las muestras luego son lavadas con BB vy fijadas en
paraformaldehido 4% en BB por 15 min a temperatura ambiente ?’. Luego son
permeabilizadas con saponina 0,025% en BB (buffer de permeabilizacién) por
15 min y bloqueadas con BSA 1% en buffer de permeabilizacion por 60 min.
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Para la tincidbn con anti caspasa 3 activa las muestras se tifieron previamente
con anexina V por el protocolo descrito. Una vez fijadas y permeabilizadas las
muestras se incubaron con anti caspasa3 activa (dilucion 1/100) toda una
noche a 4°C y con anticuerpo secundario (dilucién 1/1000) por 1h a 37°C, en
camara humeda.

Para la tincion de nucleos las muestras se tifieron previamente con anexina V
por el protocolo anteriormente descrito. Una vez fijadas y permeabilizadas, las
muestras se incubaron con TO-PRO3 (dilucion 1/200) por 15 min a temperatura
ambiente y finalmente con faloidina (dilucion 1/1000) por 60 min, en camara
humeda.

La tincién con anexina e ioduro de propidio se llevd a cabo en las muestras
vivas previamente a ser fijadas. Se parti6 de células MDCK
apoptoticas/necréticas resuspendidas en BB. Se cont6 el numero de células en
camara de Neubauer, se agregaron 1x10° células a un tubo de microcentrifuga
y se centrifugd 2 min a 200g. Se saco el sobrenadante y se resuspendié a las
células en 400 pl de binding buffer. Las muestras se tifieron con AnexinaV-
Alexa 488 (dilucion 1/20) e ioduro de propidio (250 ng/ml) por 15 min a
temperatura ambiente en BB. Luego se centrifugd (2 min 200g), se resuspendio
en 1 ml de paraformaldehido 4% y se incubaron por 15 min a temperatura
ambiente. Luego se lavaron con 1 ml de BB y se resuspendieron en 500 ul de
BB. Se sembraron 15 pl de la suspension sobre un portaobjetos previamente
tratado con polilisina.

Todas las muestran fueron montadas con 10 pl de medio de montaje ProLong
Antifade (ThermoFisher Scientific) que se dejé curar toda una noche. Los
preparados fueron luego sellados con esmalte de ufias.

6.12. Adquisicion de imagenes por microscopia confocal de
fluorescencia

Se eligieron campos al azar recorriendo el preparado de manera sistematica.
Las imagenes se adquirieron con un microscopio confocal de fluorescencia
Olympus FV1000. Se wusdé un objetivo PlanApo N de inmersion
(Magnificacion=60X; Apertura Numérica=1,42), una velocidad de adquisicion de
4 psegundos/pixel y una resolucidon de 1024x1024 pixeles. Se usd una
separacion de 0,3 um entre planos focales. El canal 488 y 647 se adquirieron
en simultaneo en el mismo grupo, separados del canal 568.
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6.13. Preparacion de muestras y adquisicion de imagenes por
microscopia electrénica de barrido

Células MDCK polarizadas crecidas en soportes transwell de 6,5 mm de
diametro (1,6x10° células/transwell). Se infecté con PAK wt por 1 hora a 37°C
5% CO,. Luego de la infeccion se lavo dos veces con buffer Sorensen 0,15M
(pH=7,2) y se fij6 con glutaraldehido 2,5% en buffer Sorensen 0,1M (pH=7,2)
por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se lavé nuevamente 2 veces con
buffer Sorensen 0,15M y se realizd una deshidratacion progresiva, incubando la
muestra por 5 min a temperatura ambiente en distintas soluciones de
concentracion creciente de etanol en agua destilada (50%, 70%, 80%, 90%,
95%, 100%). Se incub6 toda una noche en etanol absoluto (100%) a 4°C. Se
realizé el secado de punto critico, se llevd la muestra a metalizar con oro y las
mismas se analizaron con un microscopio Jeol (JSM-5900LX).

Para 1000 ml de buffer Sorensen 0,2M pH=7,2 mezclar 280 ml de NaH,PO,4
0,2M con 720 ml de Na,HPO,.

6.14. Estudio de la formacion de agregados por microscopia confocal de
fluorescencia

Los videos se adquirieron con un microscopio confocal laser de fluorescencia
Olympus FV1000. Se us6 un objetivo PlanApoN de inmersion (Magnificacion
60X Apertura numérica 1,42). Se tifieron con Anexina V-Alexa 647 las células
apoptoéticas extruidas en monocapas de células MDCK cultivadas en placas de
35 mm con un cubreobjetos de vidrio en el fondo. Se agregd 0,5 ml de medio
de infeccién (MEM con 20mM de HEPES, se ajusté el pH final a 7,4 con NaOH
1M) a cada placa. Se ajustaron los parametros de adquisicion en el
microscopio: una velocidad de adquisicion de 2 psegundos/pixel, una
resolucion de 800x800 pixeles y un zoom de 3X. Después se buscd un campo
al azar con células apoptéticas extruidas y se definié el inicio (extremo superior
de la célula apoptoética) y el final (extremo inferior de la célula apoptdtica,
lindante al epitelio) del stack. Se us6 una separacién 2 um entre planos focales,
adquiriéndose 10 planos por cada tiempo (aproximadamente 26 segundos)
para un total de 40 tiempos (aproximadamente 17 minutos). El canal 488
(bacterias) y el canal 647 (células apoptéticas extruidas) se adquirieron en
simultaneo.

Se infecté con PAOI-GFP 6 PAOI AcheA-GFP (multiplicidad de infeccion=20) e
inmediatamente comenzé la adquisicion.
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6.15. Seguimiento (Tracking) de bacterias por videomicroscopia

Se trabajo con placas de 35 mm con un cubreobjetos de vidrio en el fondo. Se
sembraron directamente sobre el cubreobjeto 10* bacterias (PAOI wt 6 PAOI
AcheA) en 30 pl de medio de infeccion (MEM con 20mM de HEPES, se ajustd
el pH final a 7,4 con NaOH 1M). Los videos se adquirieron con el microscopio
confocal en campo claro. Se adquirieron imagenes en el tiempo de un mismo
plano focal. Se usd un objetivo PlanApoN de inmersion (Magnificacion 60X
Apertura numérica 1,42), una velocidad de adquisicion de 2 psegundos/pixel,
una resolucion de 64x64 pixeles. Se adquirieron 10 imagenes por segundo
para un tiempo total de 100 segundos.

6.16. Ensayo de quimiotaxis

Tips de 200 pl con la punta sellada fueron usados como camaras que
contenian 100 pl de una suspension de P. aeruginosa en caldo M9 con 1x10°
bacterias. En este ensayo se usaron las cepas: PAK wild type, PAOI wild type,
PAK Flic’, PAOI AcheA y PAOI AcheZ.

Una aguja de 15 mm de largo y 0,5 mm de didmetro interno se unidé a una
jeringa tuberculina de 1 ml. Se cargo6 las jeringas con 200 ul de solucidén
quimioatractante (succinato 10mM en caldo M9).

Para asegurarnos de que la aguja estaba completamente llena con la solucidon
a ensayar se cargd un exceso de volumen hasta 400 pl y luego lentamente fue
expelido hasta alcanzar el volumen de 200 pl. El exceso de solucion se secé de
la punta de la aguja con un algodon estéril y se insertd la aguja-jeringa en el tip
(conteniendo la suspension de bacterias) hasta que el cuello de la aguja
quedara sellado contra la base del tip. Asi la aguja quedd insertada
aproximadamente 3 mm dentro de la suspension en el tip ©°.

Se incubd por 10 min a 37°C en posicidon vertical (Fig. 39). Luego el sistema
aguja-jeringa se separo del tip con la suspensiéon de bacterias. Se limpioé con un
algodon embebido en etanol 96% las agujas, luego se separ6 cada aguja de su
jeringa y se recuperd el contenido de estas ultimas. Se realizaron diluciones
seriadas al décimo del contenido de cada jeringa, se sembraron en LB-agar
1,6%, se incubaron a 37°C toda una noche y se realizd recuento de unidades
formadoras de colonias.
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Figura 39. Sistema de aguja-
jeringa-tip para medir
quimiotaxis. Detalles en el texto.
Figura adaptada de Mazumder
Solucion (1999)%°.

quimioatractante
(200 ul) *

Jeringa
de 1ml

Aguja «

(0,5x15mm) Suspension

-+ de P. aeruginosa
(100 ui)

Tipde
200 pl

Elegimos este método porque cuenta con una serie de ventajas: a) el uso de un
tip descartable elimina la necesidad de armar un tubo de vidrio en U como el
que se necesita en el ensayo clasico de Adler; b) no se necesita esterilizar
previamente el sistema, ya que la aguja, la jeringa y el tip son adquiridos
estériles; c) el llenado de la jeringa con el atractante elimina la necesidad de
calentar el capilar antes de insertarlo en la solucion atractante para que el fluido
ingrese al capilar a medida que se enfria; d) las burbujas de aire que se forman
en el tip son faciles de remover; e) expulsar el contenido de la jeringa para
luego diluir y sembrar en placa de agar es sencillo y elimina el uso de un bulbo
de goma, el cual es necesario para remover el contenido del capilar f) el
método de la jeringa, asi como también el método del capilar permiten ensayar
sustratos no metabolizables.

6.17. Obtencion de medio condicionado por células apoptoéticas
generadas in vitro. Ensayo de quimiotaxis

Se generaron células MDCK apoptéticas in vitro por el protocolo previamente
descrito. Luego cosechamos el medio y separamos las células apoptoticas del
medio por centrifugacién (220 g 5 min). Luego llevamos a cabo el ensayo de
quimiotaxis en jeringas por el protocolo anteriormente descrito. Como controles
usamos medio MEM sin suero y medio de cultivo proveniente de células vivas
tripsinizadas. El medio condicionado y los medios controles se cargaron en las
jeringas (200 pl). Las bacterias en el tip se suspendieron en MEM sin suero.
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6.18. Tratamiento de células apoptéticas con DNAasal y proteasaK

Para el tratamiento con DNAasal se incubaron 2x10° células MDCK
apoptéticas en suspension con 0,05U por 10 min a 37°C en 100 ul de buffer de
incubacion (Tris-HCI 10 mM; 2,5 mM MgCly; 0,5 mM CaCl,; pH=7,6). Como
control se incubaron 2x10° células MDCK apoptdticas en 100 pl de buffer de
incubacion sin DNAasal. Para verificar el funcionamiento de la DNAasal, se
incubaron en las condiciones descritas 500 ng de DNA plasmidico con
unidades crecientes de DNAasal (0,005U;0,05U;0,5U;5U). Como control se
incub6é una muestra de ADN plasmidico en las mismas condiciones sin
DNAasal (0 U). Las muestras se sembraron en un gel de agarosa 1%. Como
marcador de peso molecular se usd GeneRuler 1Kb plus (SM1331
ThermoFisher Scientific).

Para el tratamiento con proteasaK se incubaron 2x10° células MDCK
apoptéticas en suspension con 0,03U por 1h a 37°C en 100 pl de buffer de
incubacion (50 mM Tris-HCI; 7,5 mM CaCl,; pH=8,8). Como control se
incubaron células apoptéticas en 100 ul de buffer de incubacion sin proteasa.

Para verificar el funcionamiento de la proteasaK, se incubaron muestras de 10
ug de BSA con unidades crecientes de proteasaK (6x10™U;6x10"
3U;0,006U;0,03U;0,06U;0,3U;0,6U). Como control se incubé una muestra de
BSA en las mismas condiciones sin proteasaK (0 U). Las muestras se
sembraron en un gel de poliacrilamida 15%. Como marcador de peso molecular
se usO Page Ruler unstained protein ladder (26614 ThermoFisher Scientific).

6.19. Analisis de imagenes

Las imagenes se analizaron con el programa Imaged (National Institutes of
Health, NIH, USA), salvo indicacién contraria.

Cuando esta indicado los stacks de imagenes de microscopia confocal de
fluorescencia fueron proyectados a lo largo del eje z, dando como resultado
una imagen en la cual cada pixel representa el valor maximo de intensidad de
los pixeles para esa posicion x-y.

Para la medicion del volumen nuclear en células apoptéticas y necréticas se
separaron los canales (Image/Color/Split Channels) vy se trabajé con el canal
de los nucleos. Se generd una mascara binaria definiendo un valor umbral de
intensidad (Threshold) manualmente (Image/Adjust/Threshold). Con la
herramienta Free-Hand selection se delined cada uno de los nucleos. Luego
aplicamos el plugin Voxel Counter de ImagedJ. Provee una lista de las medidas
realizadas con los respectivos volumenes de los nucleos en micrémetros
cubicos.
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Para la medicién de intensidad de fluorescencia de gp135 en membrana se
generaron planos ortogonales a los planos adquiridos x-y (a lo largo del eje z)
para el canal rojo (anticuerpo secundario anti gp135 conjugado a Alexa568) y
para el canal verde (AnexinaV-Alexa 488) usando la funcion “Reslice”
(Image/Stacks/Reslice). Para delinear la region de interés se aplicé un valor
umbral (threshold) a ambos canales. Se us6 el método de Otsu como algoritmo
de binarizacion, el cual se aplicé a cada plano. La mascara de gp135 se
multiplic6 con el canal de gp135 usando la operacion multiply, dando como
resultado “gp135 total”. La mascara de AnexinaV se multiplic6 con el canal
“gp135 total” usando la operacion multiply, dando como resultado “gp135 en
membrana” para cada plano. La mascara de AnexinaV se multiplic6 con el
canal de AnexinaV usando la operacion multiply, dando como resultado
“‘AnexinaV en membrana”. Los resultados obtenidos de esta operacion se le
aplicé la funcion “Sum Slices” (Image/Stacks/Z Project Sum Slices). Esta
funcion suma todos los pixeles a lo largo del eje z para cada posicidon x-y. El
resultado “SUM” projected stacks se usd para medir la intensidad de
fluorescencia de gp135 y de AnexinaV en membrana (Analyze/Measure
integrated density). Se grafic6 el cociente intensidad de gp135/intensidad de
AnexinaV.

Para la medicion de intensidad en las microscopias in vivo (monitoreo de la
formacion de los agregados) se recorto la imagen (secuencia de imagenes) en
la zona que se encontraba la célula apoptética sobre la cual se formaba el
agregado, usando la funcién “Crop” (Image/Crop). Se separaron los canales
(Image/Color/Split Channels) y se trabajé con el canal de las bacterias (canal
verde). Al canal de las bacterias se le aplicé la funcion “Sum Slices”
(Image/Stacks/Z Project Sum Slices) y al resultado se lo duplico
(Image/Duplicate) y se lo pas6 a 16 bits (Image/Type/16-bits). A este duplicado
(en 16 bits) se le aplicé el algoritmo de binarizacion Li (Image/Adjust/Auto
threshold- Li). La imagen resultante, la mascara (en 8 bits), se la dividié por 255
(Process/Math/Divide value255). Se multiplicaron el canal “stack” y la mascara
(Process/Image Calculator operation multiply). A partir de la imagen resultante
de la multiplicacion se cuantificé la intensidad de fluorescencia para cada
frame. Para ello se escribié el siguiente macro que permite medir de manera
iterativa la intensidad de fluorescencia (Integrated Density):

for (i=1; i<41; i++) {run("Measure");run("Next Slice [>]");}

Previamente se seleccion6 “Integrated Density” y “O (cero) decimal places”
(Analyze/Set Measurements/Integrated Density).

Estos valores de intensidad de fluorescencia se utilizaron para construir curvas
de intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo. El tiempo entre cada
frame se obtuvo al abrir el video original y pedir el “frame interval” (Image/Show
Info- Frame interval).
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Para graficar las curvas de numero de bacterias en funcién del tiempo se
transformaron los datos de intensidad de fluorescencia en numero de bacterias.
Para ello se determiné la intensidad de fluorescencia promedio de una bacteria.
En los videos se selecciond una bacteria con la herramienta de seleccién y se
cuantificé la intensidad de fluorescencia de esa bacteria. Este proceso se
realizd para 20 bacterias y se calcul6é una intensidad de fluorescencia promedio
para una bacteria. Luego se realiz6 el cociente entre los valores de intensidad
de fluorescencia y la intensidad de fluorescencia promedio para una bacteria.

Para realizar la representacion 3D del agregado en el tiempo se trabajé con el
programa icy (http://icy.bioimageanalysis.org/). Se abri6 el video y en el menu
se seleccion6 3D-VTK. La imagen se representa en 3D para cada tiempo del
video. Se seleccionaron los siguientes parametros: interpolation (cubic/slow),
blending (composite) y sample (1/slow).

Para medir la velocidad de las bacterias se usé el plugin Manual Tracking de
Imaged (Plugins/Tracking/Manual Tracking). En el menu se calibra la imagen.
En x/y calibration se coloca el tamano de pixel en micrones (0,828 ym) y en
time interval se coloca el tiempo entre una imagen vy la siguiente en segundos
(0,1 segundos). En el menu seleccionamos Add Track. Sobre la imagen
seleccionamos una bacteria con la cruz del cursor quedando un punto sobre la
bacteria. Luego pasamos a la siguiente imagen y seleccionamos nuevamente
con la cruz del cursor donde se encuentra la misma bacteria. Asi queda trazado
un segmento entre ambos puntos que representa el camino recorrido por la
bacteria. Repetimos el proceso hasta que observamos que la bacteria sale del
plano focal o de la imagen. El plugin registra todos los segmentos que
representan el recorrido total hecho por la bacteria. Para cada segmento
calcula la distancia que representa. Automaticamente divide el valor de la
distancia (en micrones) calculada por el intervalo de tiempo entre imagenes (en
segundos), calculado asi la velocidad (um/s). El plugin muestra en una tabla las
velocidades para cada segmento que forma parte del recorrido.

6.20. Analisis estadistico

Los datos se muestran como Media * Error estandar de la media (SEM) de “N”
experimentos independientes. Test de Student para dos muestras, Correlacion
de Pearson, ANOVA vy la prueba de Kolmogorov-Smirnov fueron llevadas a
cabo usando el programa GraphPad Prism versiéon 6.01, salvo indicacion
contraria.

Para el analisis de los ensayos de quimiotaxis con el sistema de jeringas, los
datos de UFC (unidades formadoras de colonias) se analizaron mediante un
analisis de la varianza (ANOVA). Este analisis fue realizado con el programa R
version 3.4.1.
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Dentro de los supuestos de la prueba de ANOVA se encuentran el de
homocedasticidad y distribucién normal de los datos. La homocedasticidad
hace referencia a que los tratamientos deben tener similar dispersion. De
ambos supuestos el mas importante es el de homocedasticidad, ya que la
prueba es bastante robusta a la falta de normalidad. Sin embargo, es
importante corroborar ambos supuestos siempre, ya que el no cumplimiento de
los mismos puede llevar a conclusiones erroneas.

Para empezar decidimos representar los datos en wun grafico de
residuos/predichos. Este tipo de grafico permite detectar anomalias en el
comportamiento de los datos. El residuo es el valor que toma la variable sin el
efecto del tratamiento. Se obtienen al restarle el valor de la media del
tratamiento a cada dato obtenido bajo ese tratamiento. Asi se obtiene un valor
que representa la variabilidad intrinseca del sistema. Los predichos son los
valores que toma la variable, sin el efecto del tratamiento, estimados por el
modelo de analisis de la varianza. En particular, observamos a partir de
graficos de residuos/predichos que la variabilidad incrementaba a medida que
incrementaba el valor de la variable, es decir que datos de recuentos mas
grandes tenian mayor dispersion que datos de cuantos mas chicos. Esto
representa un problema para analizar los datos mediante el modelo de analisis
de la varianza, por que conlleva al incumplimiento de los supuestos de la
prueba. Una manera de solucionarlo es transformando los datos. Se
transformaron los datos aplicando la transformacién raiz cubica. Se repitid el
grafico de residuos/predichos con los datos transformados. No observamos
anomalias, la distribucion de los residuos fue al azar. También se llevaron a
cabo pruebas analiticas para corroborar homocedasticidad (prueba de Levene)
y prueba de normalidad (prueba de Shapiro-Wilks) no observando diferencias
significativas.

Luego se procedi6 a realizar la prueba de analisis de la varianza. Se escribi6 el
modelo estadistico en el software R. Para ello se considerd un solo factor fijo,
un factor aleatorio y una variable respuesta. De acuerdo al ensayo el factor fijo
puede ser la cepa de P. aeruginosa (PAK wt, PAOlI wt, PAOI AcheA, PAOI
AcheZ, PAK Flic-). El factor aleatorio representa la cantidad de experimentos
independientes, el numero de veces que se repitid el ensayo. Incluir el factor
experimento como un factor aleatorio permite poner a prueba si réplicas de
experimentos independientes difieren entre si y si asi fuese se podria
determinar cuanto contribuye dicho factor a la variabilidad del ensayo. La
variable respuesta es el dato de recuento de colonias transformado con raiz
cubica. En el planteo de este analisis estadistico consultamos al Lic. Ricardo
Bello, quien nos sugirié el tipo de transformacion a aplicar a los datos y la
posibilidad de incluir el factor aleatorio experimento en el modelo de analisis de
la varianza.

111



En todos los ensayos las réplicas independientes de los experimentos no
resultaron significativamente diferentes entre si. Por lo tanto, se analiz6 sélo el
factor cepa. Para realizar las comparaciones a posteriori entre las distintas
cepas aplicamos el método de Tukey.

Los datos transformados se representaron en graficos de caja y bigote. En este
tipo de graficos, la caja representa el rango intercuartilico. El rango
intercuartilico comprende el 50% de los datos. El extremo superior de la caja
representa el valor del tercer cuartil que corresponde con el valor que acumula
el 75% de los datos, mientras que el extremo inferior de la caja representa el
primer cuartil que corresponde con el valor que acumula el 25% de los datos.
Dentro de la caja la linea representa el valor de la mediana, mientras que el
punto cuadrado representa el valor de la media. El extremo del bigote superior
representa el valor maximo del conjunto de datos, mientras que el extremo del
bigote inferior representa el valor minimo del conjunto de datos.

Las curvas de numero de bacterias en funcién del tiempo obtenidas con las
microscopias in vivo para la cepa PAOI wt y PAOlI AcheA se compararon
aplicando la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov (prueba KS). Se trata
de una prueba estadistica no paramétrica que permite comparar las funciones
de distribucion empiricas de dos muestras. La hipétesis nula de la prueba
establece que ambas muestras pertenecen a la misma poblacién, es decir que
poseen la misma distribucion.

En todos los ensayos se considerd un nivel de significancia del 5% (a=0,05).
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